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Nos últimos anos, estudos têm visado compreender a biologia das células-
tronco, especialmente as células-tronco hematopoéticas (CTHs). Neste contexto um 
novo foco foi dado aos estudos das espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio 
(ERNs): o de seu papel na manutenção do nicho hematopoiético e sua influência nos 
processos de auto-renovação, proliferação e diferenciação das CTHs. As CTHs 
localizam-se preferencialmente no nicho endosteal, afastadas dos vasos sanguíneos 
em quiescência, enquanto que a sua progênie em processo de diferenciação 
encontra-se no nicho vascular, onde há maior atividade celular, concentração de 
oxigênio e possivelmente níveis mais elevados de EROs e ERNs. Isto sugere que a 
ausência destas espécies reativas esteja relacionada com o estado quiescente das 
CTHs e que sua presença favoreça a proliferação e/ou diferenciação destas células. 
Considerando este cenário, neste trabalho foi avaliado se o peróxido de hidrogênio 
(H2O2) e o óxido nítrico (NO
●
) estão diretamente envolvidos na proliferação, 
diferenciação e morte das células hematopoéticas. Na primeira etapa do estudo foi 
avaliada a capacidade do H2O2 em modular a hematopoese, avaliando seus efeitos 
em 3 modelos de células hematopoéticas, sendo dois de células normais (células 
hematopoéticas obtidas da medula óssea de camundongo e células de sangue de 
cordão umbilical humano) e um modelo tumoral (células leucêmicas pró-mielocíticas 
humanas provenientes da linhagem HL-60). Em cada modelo, os efeitos do H2O2 
foram avaliados nas tanto nas células totais, quanto nas populações de células-tronco 
e progenitoras. Foi visto in vitro que o H2O2 em baixa concentração (5 µM) leva à 
morte das células leucêmicas totais HL-60, sem afetar a viabilidade das células 
hematopoéticas normais humanas e murinas, efeito este relacionado com a 
diminuição da fosforilação da Akt. As alterações produzidas pelo H2O2 nas 
populações primitivas ocorreram somente nas células-tronco leucêmicas, as quais 
aumentaram em percentual, mas apresentaram capacidade clonogênica prejudicada. 
Além disso, a expressão de marcadores mielomonocíticos, relacionados com o 
estado diferenciado das células hematopoéticas, não foi alterada mediante o estímulo 
com H2O2, mostrando que nas condições avaliadas o H2O2 não induziu a 
diferenciação celular. Entretanto, os dados obtidos a partir da quantificação de 
colônias de granulócitos e macrófagos (CFU-GM) evidenciaram a maior capacidade 
de formação de colônias mielóides pelas células hematopoéticas murinas, indicando 
o potencial de diferenciação induzido pelo H2O2 neste modelo. Na segunda etapa do 
estudo foi avaliada a ação do NO
●
 como modulador hematopoético utilizando dois 
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vi 
modelos para a geração de NO
●
: um modelo in vitro, onde as células hematopoéticas 
totais murinas foram estimuladas com o NO
●
 gerado por células endoteliais 
estimuladas com carbacol (CCh) em um sistema transwell; e um modelo in vivo, onde 
camundongos foram tratados intraperitonealmente com S-Nitroso-N-Acetil-D,L-
Penicilamina (SNAP), um doador exógeno de NO
●
. Em ambos os modelos, verificou-
se que o NO
●
 induziu a diferenciação celular pelo comprometimento das CTHs 
preferencialmente na linhagem mielóide. In vivo foi visto ainda que o NO
●
 induz a 
expansão do pool de CTHs (observado no primeiro dia de tratamento) previamente à 
sua diferenciação (observada no terceiro dia de tratamento), o que de acordo com a 
avaliação da reconstituição medular após transplante, trata-se da proliferação de 
CTHs de curta-duração e/ou progenitores multipotentes. Na proliferação das CTHs 
houve a supressão da transcrição dos genes relacionados com a diferenciação 
hematopoética, assim como a ativação de proteínas de diferentes vias de sinalização 
(Akt, ERK1/2, PKC, p38, c-Myc) e o aumento da expressão de moléculas de 
membrana relacionadas com a manutenção das CTHs no nicho endosteal (Cx43, 
CaR, PECAM-1, Notch-1). Já a diferenciação mielóide envolveu a superexpressão 
dos fatores de transcrição C/EBPα e PU.1 e supressão de GATA-3 e Ikz-3 (ambos 
envolvidos com a progênie linfóide), e a diminuição de expressão/fosforilação das 
proteínas avaliadas, exceto a PECAM-1, cujos níveis se mantiveram inalterados, e a 
Stat5 que foi ativada durante a diferenciação das CTHs. Ainda, a modulação redox 
envolvendo alterações da atividade enzimática intracelular (Cat e SOD) e dos níveis 
de GSH, sugerem uma resposta adaptativa das células ao aumento das EROs em 
prol da manutenção da viabilidade celular e possivelmente do destino das CTHs 
durante os processo de proliferação e diferenciação destas induzido pelo NO
●
. 
Coletivamente, estes dados mostram que tanto o H2O2 quanto o NO
●
 são importantes 
reguladores da hematopoese, cujos efeitos são dependentes da dose/concentração 













In the last years, several studies have aimed to understand the stem cells 
biology, especially of the hematopoietic stem cells (HSC). In this context, a a new 
focus has been given to the studies of the reactive oxygen (ROS) and nitrogen 
species (RNS): their roles in the hematopoietic niche maintenance and their influence 
on HSC self-renewal, proliferation and differentiation processes. HSCs are 
preferentially located in the endosteal niche, away from the blood vessels in 
quiescence, whereas their differentiated progeny is found in the vascular niche where 
cell activity, oxygen concentration and possibly ROS and RNS levels are higher, 
suggesting that the absence of these species are related to HSCs proliferation and/or 
differentiation. Considering this scenario, in this work it was investigated whether 
hydrogen peroxide (H2O2) and nitric oxide (NO
●
) are directly involved in the 
proliferation, differentiation and cell death of the hematopoietic cells. In the first step of 
this study, it were evaluated the H2O2 capacity to modulate hematopoiesis, through 
the evaluation of its effects in 3 hematopoietic cells models, being two from healthy 
sources (hematopoietic cells from mice bone marrow and hematopoietic cells from 
umbilical human cord blood) and one from a tumoral source (human promyeloid 
leukemia cells derived from HL-60 lineage). For each model, H2O2 effects were 
evaluated in both total cells population and stem and progenitor cell populations. 
Thus, it was observed in vitro that the low concentration of H2O2 (5 µM) leads total HL-
60 cells to death, without compromise normal human and murine hematopoietic cells 
viability, such an effect related to the decreased Akt phosphorylation. H2O2 induced 
alterations on primitive populations occurred only in the leukemic stem-cells 
population, which increased in percentage, but showed impared clonogenic capacity. 
In addition, the  expression of myelomonocytic markers related to the differentiated 
state of hematopoietic cells, were not altered under H2O2 stimulation, showing that 
H2O2 did not induce cell differentiation in the tested conditions. However, data 
obtained from granulocyte/macrophage colonies (CFU-GM) quantification, put in 
evidence the greater capacity of murine hematopoietic cells in the generation of 
myeloid colonies, suggesting a H2O2 induced differentiation potential in this cellular 
model. In the second step of this study, it was evaluated the NO
●
 role as an 
hematopoietic modulator, using two models for NO
●
 generation: an in vitro model, in 
which total murine hematopoietic cells were stimulated with the NO
●
 generated by 
endothelial cells stimulated with carbachol (CCh) in a transwell system, and an in vivo 
model, in which mice were intraperitoneally treated with S-Nitroso-N-Acetyl-D,L-
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Penicillamine (SNAP), an exogenous source of NO
●
. In both models, it was verified 
the NO-induced cellular differentiation by HSCs commitment to the myeloid lineage. In 
vivo it was also verified that NO
●
 was capable to induce HSCs pool expansion (on the 
1
st
 day of treatment) prior their differentiation (on the 3
rd
 day of treatment), that 
according to the data from bone marrow reconstitution after transplantation, such 
expansion occurred in response to short-term HSCs and/or progenitor cells 
proliferation. During HSCs proliferation there were the transcriptional suppression of 
the genes related to the hematopoietic differentiation, as well as the proteins activation 
of different signaling pathways (Akt, ERK1/2, PKC, p38, c-Myc) and the increased 
membrane molecules expression (Cx43, CaR, PECAM-1, Notch -1). The myeloid 
differentiation response involved the upregulation of CEBPα and PU.1 and 
suppression of GATA-3 and Ikz-3 transcription factors (these both related to lymphoid 
progeny), and the phosphorylation/expression decreasing of the evaluated proteins, 
except PECAM-1 whose levels remained unchanged, and Stat5 which was activated 
during HSCs differentiation. Thus, redox modulation involving alterations of 
intracellular enzymes activities (Cat and SOD) and GSH levels suggest an adaptive 
response of the cells in response of ROS increasing, in favor to the cellular viability 
preservation and possibly to the HSCs fate during their NO-induced proliferation and 
differentiation. Altogether, these data show that both H2O2 and NO
●
 are important 
hematopoietic regulators, whose effects are dependent of their dose/concentration, 




















1.1. Hematopoese: conceitos gerais 
 
 A hematopoese é o processo pelo qual são geradas todas as linhagens de 
células sanguíneas. Trata-se de um processo hierárquico, que se inicia na medula 
óssea a partir de uma célula-tronco que se diferencia em células de menor 
potencialidade (Fig. 1), as quais serão liberadas para a circulação e órgãos periféricos 


















Figura 1: Modelo hierárquico da hematopoese. A maior parte das células-tronco hematopoéticas 
(CTHs), de longa e curta duração, encontra-se no estado de quiescência, fora do ciclo celular (G0). 
Elas têm a capacidade de renovar-se e diferenciar-se em células-tronco de curta-duração (CTH-
CD), as quais por sua vez geram progenitores multipotentes (PM). Os progenitores multipotentes, 
se comprometem com a linhagem mielóide (PCM) ou com a linfóide (PL). O PCM ainda se 
especifica em progenitor de eritrócitos e megacariócitos (PEM), ou progenitor de granulócitos e 
macrófagos (PGM), quais entram em diferenciação terminal gerando as células maduras mielóides 
(eritrócitos, megacariócitos/plaquetas), granulócitos e monócitos/macrófagos. Os PCM podem 
ainda se especificar em células dendríticas. O PL também se diferencia terminalmente gerando as 
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A maior parte dos tecidos adultos contém sub-populações de células-tronco e 
células progenitoras que participam do desenvolvimento dos tecidos que integram. A 
manutenção da hematopoese durante toda a vida do indivíduo é possível graças à 
capacidade de proliferação da célula-tronco hematopoética de se renovar para formar 
novas células-filha de igual potencialidade (manutenção do pool de CTHs) e/ou 
diferenciando-se em células especializadas das linhagens mielóide e linfóide (Graf, 
2002; Rossi et al., 2008).  
A população de células-tronco é fenotipicamente compreendida por dois tipos 
de CTHs, as CTH de longa (CTH-LD) e curta duração (CTH-CD), as quais se 
diferenciam pelo tempo em que são capazes de dar origem a todas as linhagens 
celulares hematopoéticas; enquanto a CTH-LD o faz por toda vida, a CTH-CD 
desempenha este potencial por um período de até 10 semanas (Wagers et al., 2002).  
 Desde a proposição do conceito de “células-tronco” por Till &  McCulloch 
(1961), a partir de seu pioneiro estudo sobre a regeneração do sistema sanguíneo in 
vivo, as CTHs têm sido as mais bem estudadas células-tronco no tecido adulto. 
Dentre as propriedades que as tornam candidatas preferenciais à pesquisa com 
células-tronco estão o fato destas células: não estarem rigidamente interconectadas 
no tecido; serem passíveis de separação física sem sofrer muito estresse; serem de 
fácil isolamento a partir do sangue periférico; poderem ser facilmente coletas, 
obtendo-se milhares de células de diferentes linhagens simultaneamente; serem 
passíveis de crescer em colônias a partir de células individuais em condições de 
cultura adequadas, permitindo ensaios ao nível clonal; e por fim, pelo fato de 
apresentarem tolerância ao isolamento por citometria de fluxo suportando grandes 
tensões. Juntas estas características possibilitaram, e ainda possibilitam, a correlação 
de padrões de expressão de marcadores de superfície com testes funcionais, para a 
análise da capacidade de auto-renovação, clonogenicidade e potencial de cada 
linhagem celular hematopoética. 
 
1.2. Ontogenia das células hematopoéticas   
  
Nos vertebrados, a produção das CTHs é acompanhada da alocação e 
especificação distinta das células embrionárias em diferentes regiões conforme o 
desenvolvimento do organismo (Fig. 2) (Cumano & Godin, 2007). 
 
 













Figura 2: Diferentes sítios hematopoéticos ao longo do desenvolvimento de mamíferos 
(camundongo). A hematopoese primitiva ocorre primeiramente no saco vitelino, seguido da região 
da AGM, placenta e o fígado fetal, o qual é colonizado pelas CTHs e atua na expansão e 
diferenciação destas antes de seguirem para o timo, baço e definitivamente para a medula óssea 
onde se estabelece até a fase adulta. Diferentemente das CTHs de longa-duração do fígado fetal 
que estão em constante ciclagem, as CTHs na medula óssea adulta, estão na maior parte do 
tempo quiescentes. Abreviações: CVS (células vermelhas do sangue); CEs (células endoteliais); 
CTH-LD (célula-tronco hematopoética de longa duração); CTH-CD (célula-tronco hematopoética 
de curta duração); CPM (célula progenitora mielóide comum); CPL (célula progenitora linfóide 
comum); PEM (progenitor eritróide e megacarióide); PGM (progenitor de granulócitos e 
macrófagos); B e T (linfóctios B e T respetivamente). Adaptado de Orkin &  Zon (2008).  
 
Na hematopoese primitiva de camundongos, o saco vitelínico tem um papel 
bem estabelecido na geração de células hematopoéticas transientes, atuando na sua 
formação a partir do 7,5 dia do embrião. Das ilhotas sanguíneas do saco vitelino 
surgem as células vermelhas para o transporte do oxigênio, os macrófagos para a 
remodelagem tecidual e defesa, e um único megacariócito. Estas células são geradas 
para suprir as necessidades imediatas do embrião (Cumano et al., 1996). Depois do 
saco vitelino a região da aorta-gônada-mesonéfron (AGM) é o território hemogênico 
intraembrionário primário que abriga as CTHs durante a metade da gestação 
(Jaffredo et al., 2005). 
Entretanto, a atividade hematopoética embrionária tem sido observada em 
outras regiões, sugerindo que a artéria dorsal não é a única artéria hemogênica. O 
surgimento de supostas CTHs também foi documentado nas artérias umbilical e 
vitelina, as quais conectam a aorta dorsal à placenta e ao saco vitelino (Bruijn, 2000). 
Mas, apesar da íntima associação da geração da CTH com a vasculatura arterial, 
ainda não está claro o quanto as CTHs definitivas são diretamente específicas de um 
precursor hemogênico endotelial (Bertrand et al., 2005). No entanto, é fato que um 
número significante de CTHs é encontrado na placenta de camundongos quase ao 
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mesmo tempo em que as CTHs aparecem na região da AGM (Gekas et al., 2005; 
Ottersbach & Dzierzak, 2005). Além disso, a vasculatura da placenta parece ser o 
único microambiente capaz de promover a maturação e a expansão das CTHs, que 
estão em número 15 vezes maior na placenta do que na região da AGM, sem 
promover imediata diferenciação das células nas linhagens linfóide e mielóide. Desta 
forma, a placenta parece ser um importante órgão hematopoético, atuando na 
produção e manutenção das CTHs definitivas (Martinez-Agosto et al., 2007) ou sendo 
um órgão colonizador destas células após terem entrado na circulação, ou até 
mesmo, ambos (Ottersbach & Dzierzak, 2005). 
 Depois dos progenitores e das CTHs emergirem de regiões hemogênicas eles 
circulam para o fígado fetal, que é o principal órgão hematopoético para expansão e 
diferenciação mieloeritróide e linfóide, após a metade até o final da gestação (Mikkola 
& Orkin, 2006). Embora o exato nicho celular que dá suporte para a auto-renovação e 
diferenciação das CTHs no fígado fetal ainda não esteja definido, tanto as células 
estromais, quanto as endoteliais e talvez os hepatócitos podem ser os responsáveis 
por regular as funções da CTH no ambiente hematopoético embrionário (Zhang et al., 
2006). 
 A fase adulta tem início logo ao final da gestação e primeiros dias de vida pós-
natal, com a migração das CTH do fetal para a medula óssea (Gothert et al., 2005; 
Bowie et al., 2006). A hematopoese adulta ocorre nas cavidades internas dos ossos 
longos nos roedores, e principalmente na crista ilíaca nos humanos, (mais 
especificamente na medula óssea), a qual passa a ser o principal sítio hematopoético 
até o final da vida do animal / indivíduo (Mikkola & Orkin, 2006). Na medula óssea é 
onde ocorrerá a manutenção do pool das CTHs assim como sua diferenciação, 
enquanto no timo ocorrerá a maturação dos linfócitos T e no baço a maturação dos 
linfócitos B (Cumano & Godin, 2007). 
As propriedades das CTHs mudam após sua inserção na medula óssea e também 
transitam do estado ativo para a quiescência. Esta transição é programada 
intrinsecamente e ocorre no tempo preciso entre a terceira e quarta semana de vida 
do camundongo (Bowie et al., 2007). 
 Embora esteja clara a derivação das CTHs e progenitores a partir de células 
endoteliais especializadas dentro do saco vitelino, placenta, e aorta, ainda resta saber 
se o endotélio hegemônico contribui para o desenvolvimento de células do sangue 
em outros sítios de hematopoiese definitiva, como na medula óssea e fígado fetal 
(Hirschi, 2012).  
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1.3. Destinos das CTHs: proliferação/auto-renovação versus 
proliferação/diferenciação 
 
 Como as CTHs continuamente repõem a perda celular, elas precisam se auto-
renovar para se manterem em número suficiente por toda a vida de um organismo. 
Entretanto, a proliferação da CTH não é frequente, fator este importante tanto na 
manutenção da homeostase do tecido como também na prevenção do acúmulo de 
excessivos eventos oncogênicos, os quais são provenientes de erros que ocorrem 
durante a auto-renovação das células no decorrer da vida (Bowie et al., 2007). Ainda, 
a escolha entre se auto-renovar e/ou diferenciar precisa ser um processo muito bem 
controlado de forma a permitir tanto a geração de células hematopoéticas 
diferenciadas como também garantir a acurada manutenção do correto número de 
CTHs por toda a vida do organismo (Rieger & Schroeder, 2012).  
 Em um organismo adulto, o número de CTHs permanece relativamente 
constante apesar do fato delas proliferarem, e isto é resultado do balanço entre duas 
formas de divisão da CTH, as quais são inclusive influenciadas por fatores externos 
(Wilson & Trumpp, 2006). A CTH pode dividir-se ou reversivelmente sair do ciclo 
celular para o estado de quiescência. A divisão simétrica pode ocorrer tanto para a 
expansão das CTHs, como para a manutenção da homeostase. Neste tipo de divisão, 
a CTH se divide gerando duas células-filhas de igual potencialidade. Entretanto, as 
CTHs podem também dividir-se assimétricamente, gerando uma outra CTH e uma 
célula progenitora (PH) (Fig. 3). Neste tipo de divisão, determinantes específicos que 
governam o destino celular (mRNA e/ou proteínas), são distribuídos desigualmente 
antes do início da divisão celular. Durante a mitose, o plano de clivagem é orientado 
de tal modo que apenas uma célula-filha recebe os determinantes. Por conseguinte, 
duas células-filhas não idênticas são geradas, uma delas retendo a potencialidade de 
sua célula-mãe, e a outra, rumando para a diferenciação. Ou ainda, uma CTH pode 
se dividir simetricamente gerando duas células-filha progenitoras que irão se 
diferenciar. Em cada estágio, a CTH assim como a sua progênie, podem sofrer morte 
celular por apoptose, que funciona como um meio adicional de regulação do número 
de células e permite a eliminação de clones mutantes (Morrison & Kimble, 2006; 
Wilson & Trumpp, 2006; Pina & Enver, 2007).  
 
 













Figura 3: Dinâmica de divisão das CTHs. Para expandir a quantidade de CTHs, estas células se 
auto-renovam por divisão simétrica. Na divisão assimétrica, há a formação de uma CTH e uma PH 
para a manutenção de seu número e de sua progênie diferenciada. Na diferenciação, a CTH 
prolifera gerando duas células progenitoras simetricamente. Adaptado de Pina &  Enver (2007). 
 
 
 Considerando a funcionalidade dos fatores que controlam o destino das CTHs 
de forma individual, em teoria, o destino da CTH também poderia ser direcionado 
através de diferentes abordagens. Por exemplo, a expansão do número de CTH 
poderia ser obtida através da indução de sua auto-renovação simétrica, pelo bloqueio 
da diferenciação celular, ou com a inibição da apoptose no compartimento de células-
tronco, ou ainda pela combinação destes. E embora conceitualmente sejam artifícios 
claros, na prática trata-se de um verdadeiro desafio identificar e definir as redes 
reguladoras que controlam o recrutamento da CTH em quiescência para a entrada no 
ciclo celular, e consequentemente se torna um desafio predizer o destino final da 
mesma (Pina & Enver, 2007). 
 
1.4. Regulação transcricional na hematopoese 
 
 A maquinaria transcricional que governa a biologia das células-tronco 
primitivas é indubitavelmente bastante complexa e se difere na hematopoese 
embrionária e adulta, onde a plasticidade da CTH nas decisões de seu destino é 
modulada pela indução ou repressão transcricional estágio-específica ao longo do 
desenvolvimento do organismo, sendo que a especificação da progênie ora envolve a 
antagonização, ora a indução sinergística da expressão de determinados genes; 
processos estes influenciados por fatores externos inclusive (Iwasaki & Akashi, 2007; 
Rieger & Schroeder, 2012).  
 Enquanto alguns fatores de transcrição são essenciais para a sobrevivência e 
proliferação das CTHs, outros têm grande impacto nas decisões quanto ao destino 
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celular destas células, tanto para a expansão simétrica como para o 
comprometimento com as linhagens maduras (Zhu & Emerson, 2002). E embora a 
inespecificidade dos genes hematopoéticos na regulação transcricional seja inerente 
durante a maturação celular, dada a dualidade da participação destes em ambos 
processos de comprometimento linfóide e mielóide (ou mesmo na especificação de 
um tipo celular dentro de uma mesma linhagem) (Fig. 4), coletivamente os estudos 
indicam a prevalente participação dos fatores de transcrição em uma ou outra 
linhagem, como por exemplo, a expressão dos genes GATA-1, GATA-2, NF-E2, 
C/EBPα and PU.1 no comprometimento mielóide, e de GATA-3 and Ikz-3 no 



















Figura 4: Regulação trancricional na hematopoese adulta. A ilustração mostra os diferentes 
níveis de expressão dos genes para a especificação do comprometimento das CTHs em sua 
progênie madura. Adaptado de Akashi (2000). 
 
 
Na hematopoese a expressão dos genes GATA-1 e GATA-2 permanecem 
altas durante o desenvolvimento de eritrócitos, megacariócitos, e mastócitos, sendo 
especificamente reprimidos durante a diferenciação na linhagem monocítica. Assim 
como o GATA-2, o gene NF-E2 está envolvido com a diferenciação hematopoéticas 
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em megacariócitos e eritrócitos (Valledor et al., 1998). O gene GATA-3 é 
absolutamente necessário para o desenvolvimento das células T, sendo sua 
expressão nesta linhagem celular altamente conservada (Ting et al., 1996; Manaia et 
al., 2000); enquanto o desenvolvimento das células B está fortemente relacionado 
com a expressão do gene Ikz-3 nas fases inciais de comprometimento (Wang et al., 
1998), e com a expressão de Pax-5 na formação da células B maduras (Rolink et al., 
2001). A expressão do gene PU.1 se dá tanto em células mielóides, quanto em 
células linfóides (Akashi et al., 2000), dualidade esta decorrente da fosforilação de 
diferentes porções de serina no seu domínio funcional: serinas 41 e 45 
(comprometimento mielóide) e serina 148 respectivamente (comprometimento 
linfóide) (Valledor et al., 1998). A atuação sinérgica de PU.1 e C/EBPα induz o 
comprometrimento mielóide, levando à formação de granulócitos e monócitos 
(Friedman, 2007), enquanto a expressão induzida de C/EBPα em progenitores 
linfóides comprometidos com as células T e B, instruem a formação de macrófagos 
(Xie et al., 2004). 
 Estes e outros achados claramente demostram as habilidades dos fatores de 
transcrição em conduzir as células hematopoéticas a uma determinada linhagem, o 
que ocorre através do controle da ativação ou superexpressão destes, e estes, por 
sua vez, levam direta ou indiretamente à transcrição de milhares de outros genes, 
resultando na alteração do fenótipo das células em processo de comprometimento e 
maturação. Mas apesar de se conhecer os fatores que regulam a especificação em 
determinada linhagem, ainda resta saber como a decisão inicial da CTH para o 
comprometimento em uma linhagem ou outra ocorre (Rieger & Schroeder, 2012). 
 
1.5. Nichos hematopoéticos 
 
 A medula óssea compreende uma mistura heterogênea de células                    
– o estroma – que inclui células hematopoéticas, células mesenquimais, osteoblastos, 
osteoclastos, células endoteliais, células reticulares, células adiposas e muitos outros 
tipos celulares menos definidos, os quais coletivamente influenciam o destino da 
hematopoese (Rieger & Schroeder, 2012). A hipótese de que a hematopoese é 
dependente da interação com outras células presentes em seu microambiente            
– nicho – foi proposta primeiramente por Schofield (1978), a partir da observação de 
que o baço não dispunha da mesma habilidade que a medula óssea em dar suporte à 
hematopoese por longos períodos, e que, portanto, o comportamento destas células 
era diferente entre estes tecidos. Desde então, tem se tornado claro que não somente 
para as CTHs mas também para as células-tronco de outros tecidos, o microambiente 
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ou nicho em que residem, retrata o cenário funcional e anatômico que viabiliza a 
integração de sinais da superfície no comportamento das células-tronco (Lo Celso & 
Scadden, 2011). 
  Acredita-se que subdivisões anatômicas em diversos microambientes 
funcionais na medula óssea, estejam na base da complexidade e da plasticidade da 
produção das diferentes células sanguíneas. Tem sido proposto que as CTHs 
residem em regiões anatomicamente definidas dentro da cavidade medular dos ossos 
longos onde ocorre a hematopoese pós-natal interagindo com células adjacentes, 
componentes da matriz extracelular e fatores solúveis (Nombela-Arrieta et al., 2013). 
 A precisa localização das CTHs têm sido alvo de inúmeros estudos nos 
últimos anos, e embora muito já tenha sido descoberto a este respeito, os achados 
ainda são muito controversos, e diferentes modelos de nicho para a 
compartimentalização das CTHs na medula óssea têm sido propostos. Análises ex 
vivo do padrão de distribuição de CTHs transplantadas, ou de retenção de marcador 
de DNA por longos períodos, sugerem que as CTHs preferencialmente interagem 
com os osteoblastos que revestem o osso (Zhang et al., 2003; Wilson et al., 2004; Xie 
et al., 2004; Kiel & Morrison, 2008). Contudo, alguns estudos mostram que as CTHs 
também se encontram em regiões distais do osso, em contato direto com os capilares 
sinusóides e populações de células perisinusoidais, contendo células-tronco 
mesenquimais e osteoprogenitores (Mendez-Ferrer et al., 2010; Omatsu et al., 2010; 
Ding et al., 2012). Mais recentemente, foi visto que as células primitivas c-Kit
+
 
interagem tanto com os microvasos sinusoidais quanto com os não-sinusoidais na 
região endosteal da cavidade medular, sem estar em contato direto com os 
osteoblastos (Nombela-Arrieta et al., 2013). Na mesma linha, Kunisaki e 
colaboradores (Kunisaki et al., 2013) em estudo bastante detalhado, mostraram que 
as CTHs residem especificamente na região endosteal em associação com pequenas 
arteríolas, mais especificamente à células NG2
+
 (correspondente aos pericítos e 
células do músculo liso), região esta distinta dos sinusóides, sugerindo um novo 
modelo de nicho das CTHs – o nicho arteriolar – o qual está relacionado com o 
estado quiescente da CTH, enquanto o nicho sinusoidal está associado à proliferação 
das CTHs, e que a contínua movimentação da CTH entre estes dois nichos contribui 
para manter o tamanho do pool de CTHs, controlando o balanço entre o estado de 
quiescência e proliferação destas. 
 Embora ainda não se tenha um quadro definitivo quanto ao nicho das CTHs na 
medula óssea, características fisiológicas dos modelos já propostos identificam 
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diversos elementos e apontam a dinâmica de suas interações em cada modelo, 
características de relevante importância que serão especificadas a seguir. 
 
1.5.1. Nicho endosteal/osteoblástico 
 
 O fato das CTHs se localizarem preferencialmente na região endosteal 
trabecular dos ossos, onde se encontram os osteoblastos (derivados de precurssores 
mesenquimais), foi base para a denominação de um dos modelos de nicho 
hematopoético grandemente descrito e discutido na literatura: o nicho osteoblástico. A 
hipótese de que os osteoblastos são as principais células que mantém a CTH no 
estado quiescente é baseada em diferentes achados na literatura, e.g. a relação entre 
o número de CTHs e de osteoblastos no endósteo, onde na presença de altos níveis 
de Jagged-1 (ligante de Notch-1) produzido pelos osteoblastos - estes por sua vez 
aumentados em número pelo estímulo com hormônio paratireóide - ocorre o 
concomitante aumento de CTHs in vivo (Calvi et al., 2003). Fatores solúveis 
secretados pelos osteoblastos, tais como angiopoetina-1 (Ang-1) que é ligante do 
receptor tirosina cinase do tipo-2 (Tie-2) (Arai et al., 2004), o fator derivado do 
estroma SDF-1 (ou CXCL12) cujo maior receptor é o fator de quimiocina do tipo 4 
(CXCR4) (Xie et al., 2009) e osteopoetina (Stier et al., 2005), também desempenham 
papel no controle da quiescência das CTHs assim como na indução da geração de 
sua progênie madura.  
 A molécula de adesão endotelial plaquetária-1 (PECAM-1) é altamente 
expressa nas junções intercelulares das células endoteliais da vasculatura (Woodfin 
et al., 2007), estando presente também em células B e T humanas, assim como em 
algumas populações de células-tronco e progenitoras (Baumann et al., 2004). A 
PECAM-1 está intimamente envolvida em processos de transmigração, sendo que a 
interação das CTHs com outras células do nicho mediada pela PECAM – como os 
osteoblastos – pode ocorrer por heterofilia (ligação entre a PECAM e VCAM ou 
mesmo ICAM) ou por homofilia (ligação entre PECAMs) (Jackson, 2003). A migração 





e a molécula de adesão plaquetária (PECAM-1
+
) no nicho 
endosteal foi observada (Lewandowski et al., 2010), assim como a migração 
transendotelial de células CD34
+
 humanas induzida por SDF-1 mediada por PECAM-
1 e integrina β1 e β2 (Voermans et al., 2000).  
 A conexina-43 (Cx43), proteína que compõe as junções comunicantes 
(Giepmans, 2004), é considerada uma molécula importante na interação da CTH com 
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o nicho no processo de regeneração medular associado à sinalização de β-
catenina/caderina (Presley et al., 2005). Está presente principalmente nos 
osteoblastos, mas também em células-tronco embrionárias (Ginis et al., 2004) e em 
células hematopoéticas adultas, onde sua expressão é menor conforme mais alto o 
estágio de maturação da célula (Kamijo et al., 2006). Taniguchi e colaboradores 
(Taniguchi et al., 2012) mostram que o papel da Cx43 no processo de regeneração 
medular, consiste na sua habilidade em transferir EROs de dentro das CTHs  para o 
microambiente hematopoético, conferindo assim proteção às células hematopoéticas 
submetidas a estresse, retardando inclusive o processo de envelhecimento celular.   
Osteoblastos expressando a molécula de adesão celular ativada por leucócitos 
(ALCAM) favorecem o potencial de reconstituição das CTHs por longo período, 
através do aumento da expressão de genes relacionados à moléculas de adesão 
(como as caderinas) e ao processo de migração celular (Nakamura et al., 2010). A 
proteína-3 relacionada à angiopoetina (Angptl3) presente em células endoteliais 
sinusóides está envolvida com a capacidade de repopulação da CTH, uma vez que 
sua ausência diminui o número de CTHs e o estado de quiescência das mesmas 
(Zheng et al., 2011). Estudos indicam que o cálcio liberado pelos osteoclastos 
também exerce papel na regulação do nicho hematopoético, uma vez que CTHs 
deficientes do receptor sensível ao cálcio (CaR) perdem a capacidade de se alojar no 
endósteo (Adams et al., 2006). Ainda, os osteoclastos, responsáveis pela reabsorção 
óssea, uma vez ativados, induzem a saída das CTHs do nicho endosteal (Kollet et al., 
2006), enquanto sua inibição leva à diminuição do número de CTHs (Lymperi et al., 
2011). 
A Figura 5 mostra em síntese alguns dos principais achados quanto ao 
envolvimento de ligantes-receptores, a relação entre moléculas de adesão na 
superfície da CTH e do osteoblasto, e ainda o envolvimento destas moléculas na 
superfície celular com domínios específicos de moléculas de matriz extracelular; 
interações estas que coletivamente compõem a complexa sinalização celular que 
influencia a migração, retenção, e mobilização das CTHs ditando, portanto, o destino 



























Figura 5: Nicho osteoblástico ou endosteal. Modelo proposto em que as CTHs se mantêm 
ancoradas aos osteoblastos pela interação entre receptores e seus respectivos ligantes, moléculas 
de adesão e algumas vias de sinalização intracelular envolvidas na manutenção das CTHs em 
quiescência no nicho endosteal. Abreviações: ANG1 = angiopoetina-1; BMI1 = repressor de 
transcrição;  BMP = proteína morfogênica do osso; BMPR1A =  receptor de BMP classe 1A; CSL = 
ligante de CBF1 / supressor de Hairless /LAG1; CXCL12 = ligante de quimiocina 12; CXCR4 = 
receptor de quimiocina 4; FAK = cinase de adesão focal; HOXB4 = regulador gênico homeobox  
B4; ICAM1 = molécula de adesão intrecalular 1; LFA1 = antígeno 1 associado à função linfocitária; 
LRP = proteína associada ao receptor de lipoproteína de baixa; MAPK = proteína cinase ativada 
por mitógeno;  OPN = osteopontina; PI3K = fofatidilinositol-3 cinase; PLC = proteína cinase C; 
PPR = receptor de proteína relacionado ao PTH; PTH =  hormônio paratireóide;  SCF = fator de 
célula-tronco; SMADS =  mothers against decapentaplegic-related homologue; SNO = 
osteoblastos expressando N-caderina em formato de fuso;  TIE2 = receptor de tirosina cinase do 
tipo 2; VCAM1 = molécula de adesão vascular 1; VLA4 = antínego tardio 4.  '?' indica moléculas 
e/ou interações para as quais evidências indiretas ou contraditórias estão disponíveis. Adaptado 
de Wilson & Trump (2006). 
 
 
1.5.2. Nicho vascular ou perisinusoidal 
  
 Por décadas os vasos sanguíneos têm sido definidos como condutores que 
distribuem oxigênio e nutrientes para todos os tecidos do corpo. Entretanto, 
recentemente, tem-se mostrado que a vasculatura desempenha outros papéis que 
vão além de sua tradicional função de carreadora de sangue, como seu papel na 
homeostase do organismo e reparo tecidual envolvendo o alojamento e a regulação 
das CTHs (Gomez-Gaviro et al., 2012). 
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Na medula óssea, a região que circunda os pequenos vasos sanguíneos 
sinusoidais e que contém diversos elementos estromais e neuronais, é considerada o 
nicho alternativo das CTHs, denominado nicho vascular ou perisinusoisal (Oh & 
Kwon, 2010; Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012), que está presente não somente 
na medula óssea mas também em outros órgãos como o baço (Kiel & Morrison, 
2008), fígado (Iwasaki et al., 2010) e placenta fetal (Rhodes et al., 2008). Ele é 
composto principalmente por células endoteliais sinusoidais e células reticulares 
secretoras de CXCL12 em altas quantidades. Enquanto o CXCL12 está envolvido na 
migração das CTHs para o nicho (Sugiyama et al., 2006), a expressão da molécula 
de adesão selectina-E pelas células endoteliais está relacionada com o controle da 
proliferação das CTHs, assim como com a quimiosensitividade (Winkler et al., 2012). 
Sugere-se ainda, que as células reticulares secretoras de CXCL12 (denominadas de 
células “CAR”) sirvam de via de trânsito para as CTHs do nicho osteoblástico para o 
nicho vascular e vice-versa (Perry & Li, 2007).  
Um estudo recente demonstrou que a inibição do receptor do fator de 
crescimento vascular endotelial 2 (VEGFR2), durante a reconstituição medular após 
ablação, impede não somente a regeneração das células endoteliais sinusoidais mas 
também a reconstituição hematopoética, indicando o papel das células endoteliais 
sinusoidais na função das CTHs (Hooper et al., 2009). Células endoteliais sinusoidais 
e células estromais perivasculares LepR
+
 (positivas para o receptor de leptina) que 
expressam o SCF estão envolvidas com a função da CTH no nicho vascular, visto 
que a depleção de SCF leva à perda de CTHs (Ding et al., 2012). Além destas, 
células não-endoteliais como os adipócitos inibem o alojamento das CTHs na medula 
óssea, indicando a adipogênese como reguladora negativa da hematopoese 
(Naveiras et al., 2009). Nessa mesma linha, células mesenquimais comprometidas 
com a diferenciação adipocítica, induzem a hipoplasia medular pela diminuição da 
produção de G-CSF e GM-CSF (Cunha et al., 2013). 
 
1.5.3. Nicho endosteal versus nicho vascular 
 
 Enquanto grande parte dos trabalhos sustenta a idéia de que os osteoblastos 
no endósteo dão suporte à quiescência das CTHs (conforme descrito anteriormente), 
o nicho vascular parece estar relacionado com a proliferação, diferenciação, e 
migração destas células, uma vez que provê altas concentrações de oxigênio, 
nutrientes e fatores de crescimento (Gomez-Gaviro et al., 2012). Ainda não está 
completamente esclarecido se ambos os nichos, embora espacialmente separados, 
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desempenham funções similares na manutenção da CTH (neste caso com os 
osteoblastos e as células endoteliais trabalhando sinergisticamente para a função da 
CTH), ou se desempenham funções de fato distintas conferindo quiescência vs. 
proliferação das CTHs (Rieger & Schroeder, 2012). E ainda, uma vez que as 
superfícies endosteais são altamente vascularizadas, permanece a questão se as 
CTHs que ficam mais distantes do endósteo, no nicho vascular, são funcionalmente 
distintas daquelas CTHs localizadas junto aos osteoblastos (Lo Celso & Scadden, 
2011). A Figura 6, representa um modelo no qual, sob condições de estresse ou 
mediante um estímulo externo, o nicho endostal permance inalterado ou é ativado 
para a produção de novas CTHs. Nessas condições, as CTHs do nicho vascular 
migram para o endósteo para proliferarem. Neste cenário, o nicho vascular exerce 













Figura 6: Ilustração esquemática dos fatores comuns e distintos dos nichos 
hematopoéticos na medula óssea e suas funções. (A) Características comuns dos nichos nas 
regiões endosteal e vascular da medula óssea. Ambas as regiões dos nichos são povoadas por 
células endoteliais sinusoidais (SEC) e células reticulares ao redor dos sinusóides. Além disso, 
elementos celulares comuns, como células-tronco estromais (SSC) ou os pericitos, podem 
regenerar tanto os osteoblastos (OB) como as células reticulares compartilhando assim suas 
origens. Ainda, as células em ambos os tipos de nichos produzem mediadores de sinalização 
comuns tais como CXCL12, Ang-1 ou Jagged-1. (B) Distinção entre os nichos endostal (composto 
tanto por osteoblastos como por componentes vasculares) e vascular (exclusivamente composto 
por componentes vasculares). Células hematopoiéticas transplantadas localizam-se 
diferencialmente na medula óssea, de tal maneira que as células mais imaturas migram para junto 
do endósteo particularmente quando a medula óssea foi estimulada, e sob tais condições, a 
proliferação celular ocorre predominantemente na região endosteal. Adicionalmente, os nichos 
osteoblástico e vascular respondem de forma diferente ao estresse ou sinalização do 
macroambiente de forma que os compartimentos vasculares sofrem danos seletivos, enquanto o 
nicho osteoblástico é preservado ou ativado em resposta ao mesmo estresse ou sinal. Células em 
proliferação: em rosa. Células em quiescência = em azul. Adptado de Oh & Kwon (2010). 
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1.6. Sinalização intracelular na hematopoese  
 
As citocinas são os principais sinalizadores que regulam a hematopoese (Arai 
et al., 1990; Miyajima et al., 1992; Ihle et al., 1995; Oh & Kwon, 2010) e a ativação de 
seus receptores são responsáveis pelo desencadeamento da ativação de várias 
casacatas de sinalização intracelulares. As citocinas que participam da hematopoese, 
como as interleucinas (IL), a eritropoetina, o fator estimulador de colônias de 
granulócitos (G-CSF), fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos 
(GM-CSF), entre outras, são agonistas da família dos receptores de citocina do tipo I, 
enquanto o fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) e o stem cell fator 
(SCF), pertencem à superfamília das imunoglobulinas (Abbas & Lichtman, 2005). 
Estas moléculas promovem efeitos diversos sobre a hematopoese dependendo do 
receptor ativado e do tipo de célula estimulada. 
Os receptores de citocinas podem ter atividade tirosina cinase intrínseca 
(receptores para SCF, M-CSF) ou não tê-la (receptores para IL-3, IL-6, IL-7, GM-CSF, 
G-CSF etc), neste caso necessitando das Janus cinases (JAKs), para fosforilarem 
seus resíduos de tirosina. A fosforilação dos resíduos de tirosinas dos receptores de 
citocinas pelas JAKs fosforila as Signal transducers and activator of transcription 
(Stats), levando à dimerização destas e sua migração para o núcleo ativando a 
transcrição gênica (Arai et al., 1990; Miyajima et al., 1992; Ihle et al., 1995; Abbas & 
Lichtman, 2005). Além das Stats, outras proteínas com domínios SH2 (domínios com 
homologia Src) ou domínios PTB (domínios de ligação com fosfotirosina), como a 
fosfolipase C (PLC), fosfatidil inositol 3 cinase (PI3K) e Growth factor receptor-
bound protein 2 (Grb2), podem reconhecer a fosforilação dos resíduos de tirosina e 
ativar, além da via da JAK/Stat, a via da Ras/Raf/MAPK (proteínas cinases ativadas 
por mitógenos) (Arai et al., 1990; Miyajima et al., 1992; Ihle et al., 1995; Abbas & 
Lichtman, 2005). A Raf pode induzir a fosforilação de proteínas que controlam a 
proliferação e a morte celular de forma dependente ou independente da ativação da 
MEK e da ERK (McCubrey et al., 2007). As MAPKs mais conhecidas são a ERK1 e 
ERK2 (p44 e p42 respectivamente), mas, além da família da ERK (1, 2 e 5), existe a 
família da p38MAPK e da c-Jun N-terminal kinase (JNK) (Platanias, 2003). A rota de 
sinalização Ras-Raf-MEK-ERK1/2 tranduz sinais desde a superfície celular até o 
núcleo, onde regula fatores de transcrição, como c-Myc (proto-oncogene da 
meilocitomatose viral), CREB e c-Fos, alterando de forma significativa o padrão de 
expressão gênica, controlando assim, muitos eventos celulares como embriogênese, 
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diferenciação, proliferação celular e morte celular (Chen et al., 2001; Hagemann & 
Blank, 2001; Agell et al., 2002). 
 Na literatura, inúmeros são os achados envolvendo estas diferentes vias de 
sinalização. A atividade da c-Myc, que é expressa em baixos níveis nas CTH-LD e em 
altos níveis nas CTH-CD e progenitores multipotentes, parece estar relacionada com 
a saída das CTH do nicho hematopoético envolvendo a repressão da N-caderina e 
outras integrinas, rumo à diferenciação (Wilson et al., 2004). Em células da linhagem 
pró linfocítica-B (Ba/F3), a hiper-fosforilação de Stat5 mediada por IL-3, leva à 
diferenciação celular seguida de morte (Nosaka et al., 1999). Em estudo realizado por 
nosso grupo, foi verificado que a diferenciação das CTHs na sua progênie mielóide 
induzida pelo α-tocoferol ocorre com a ativação da ERK1/2 (Nogueira-Pedro et al., 
2011). Ainda, foi visto que a ativação da ERK1/2, Stat3, Stat5, PLC2, PKC e da 
CaMKII (cálcio-calmodulina II) em CTHs murinas e humanas é mediada  por citocinas 
como a IL-3, GM-CSF, G-CSF e M-CSF (Leon et al., 2011; Barbosa et al., 2014). Já a 
p38, comumente relacionada com as respostas ao estresse celular, desempenha 
importante papel na regulação da expansão de diferenciação de progenitores 
mielóides (Geest & Coffer, 2009). Além disso, sua inibição interfere na sinalização de 
citocinas entre as células estromais e as células hematopoéticas, sugerindo que a 
p38 media a regulação das citocinas derivadas do estroma no suporte da 
hematopoese (Scicchitano et al., 2008). A fosforilação da protepina cinase B (Akt) em 
sua porção reguladora Thr308, leva à proliferação de células pró-linfocíticas murinas 
FL5.12 e fibroblastos da linhagem NIH3T3, em um processo regulado pela interação 
da haloenzimas fosfatase 2A com a subunidade regulatória B55α (Kuo et al., 2008). 
Em células-tronco mesenquimais (CTM) a sinalização da Akt contribui para a 
proliferação destas células em resposta à ativação do receptor do fator de 
crescimento plaquetário do tipo β (PDGFRβ) (Gharibi et al., 2012) , enquanto a 
ativação da ERK inibe a diferenciação das CTMs em adipócitos pela inibição da 
expressão dos fatores de transcrição PPARγ and C/EBPα (Gharibi et al., 2012). 
Ainda, em células progenitoras mielóides da linhagem 32D, assim como em pacientes 
com leucemia mielóide aguda, a fosforilação da Akt é necessária para a 
sobrevivência e proliferação celular, possivelmente envolvendo a ativação do fator de 
transcrição Forkhead O (FoxO) (Brandts et al., 2005). 
 Além das JAK/Stat, Ras/MAPK e PI3K/Akt, outras vias de sinalização 
intracelulares que atuam no controle da hematopoese têm sido descritas, como as 
vias Notch e Wngless-type (Wnt). A ativação da sinalização Notch mantém o estado 
indiferenciado das CTHs e dos progenitores hematopoéticos levando à expansão 
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destas células, enquanto a sua inibição leva à diferenciação da CTH e a perda da 
capacidade de reconstituição da medula óssea em animais letalmente irradiados 
(Duncan et al., 2005; Cerdan & Bhatia, 2010). Já a ativação da Wnt está envolvida na 
regulação das células-tronco, cujos sinais são importantes para a expansão, auto-
renovação e/ou a quiescência das CTHs (Moon et al., 2004; Trowbridge et al., 2006). 
Entretanto, embora o papel destas proteínas esteja bem aceito no que se refere ao 
estabelecimento da hematopoese definitiva, o papel destas nas células-tronco e 
progenitoras adultas permanece controverso (Loeffler et al., 2011). 
 
1.7. Espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (ERNs): 
características gerais 
 
Por definição EROs é o termo coletivo que descreve de forma ampla as 
espécies radicalares e não radicalares formadas a partir da redução parcial (Loeffler 
et al., 2011) do oxigênio. Dentre as espécies radicalares estão o ânion superóxido 
(O2
●-




), e alcoxila (LO
●
) (Circu & Aw, 2010), 
sendo o H2O2 uma ERO não-radicalar, uma vez que não apresenta elétrons livres 
(Kirkinezos & Moraes, 2001; Circu & Aw, 2010). Já as ERNs referem-se aos vários 
produtos derivados do nitrogênio, como o óxido nítrico (NO●), nitroxila (HNO), o 
cátion nitrosonio (NO
+
), os óxidos de nitrogênio, S-nitrosotióis (RSNOs), peroxinitrito  
(ONOO
●




As EROs podem ser geradas intracelularmente ou podem surgir a partir de 
interações com fontes exógenas tais como xenobióticos (Ray et al., 2012). Nas 
células dos mamíferos, as fontes de produção de ROS incluem: a) mitocôndria 
(principalmente os complexos I e III, mas também moamino oxidase, α-cetoglutarato 
desidrogenase, glicerol fosfato desidrogenase, p66
shc
; b) retículo endoplasmático 
(principalmente citrocromo c, P450 e enzimas b5, diamino oxidase, Ero1; c) 
peroxissomos (principalmente oxidação de ácidos graxos, D-aminoácido oxidase, L-2-
hidroxiácido oxidase e urato oxidase; d) citosol (NO sintases, lipooxigenases e 
prostaglandina H sintase; e) membrana plasmática (NADPH oxidases, 
lipooxigenases; f) espaço extracelular (xantina oxidase) e ainda g) o clico da 
ubiquitina (Brown & Borutaite, 2012). Embora tradicionalmente a mitocôndria tem sido 
por décadas considerada a maior fonte geradora de EROs (Ray et al., 2012; Bolisetty 
& Jaimes, 2013), onde a partir do complexo complexo da NADPH oxidase o O2●- é 
formado como produto principal e o H2O2 como produto secundário pela dismutação 
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do O2●- pela enzima superóxido dismutase (SOD) (Clempus & Griendling, 2006), 
estudos sugerem que para alguns tipos celulares, faltam evidências que corroborem 
com esta afirmação (Brown & Borutaite, 2012). 
As ERNs são geradas a partir do óxido nítrico (NO
●
), o qual por si só é 
também uma ERN (Martinez-Agosto et al., 2007). Sua produção, assim como da 
EROs, também ocorre na mitocôndria, pela conversão da L-arginina em citrulina pela 
família das enzimas óxido nítrico sintases (NOS) dependentes de NADPH. As NOS 
existem em 3 isoformas: NOS endotelial (eNOS ou NOS III), NOS neuronal (nNOS ou 
NOS I) e NOS induzida (iNOS ou NOS II). As duas primeiras são também conhecidas 
como NOS constitutivas (cNOS), visto que são expressas de forma constitutiva nas 





-dependentes) e produzem o NO
●
 por pouco tempo (segundos até 





 por longos períodos (horas a dias) em maior quantidade 
(Griffith & Stuehr, 1995; Bian & Murad, 2003). A eNOS é ativada por diversos 
mecanismos que envolvem a ativação de receptores acoplados à proteína G 
(receptores muscarínicos, ativados por acetilcolina e análogos) (Stankevicius et al., 
2003), já a iNOS é ativada por citocinas inflamatórias (como a interleucina -1, o fator 
de necrose tumoral e/ou o interferon gama) ou por endotoxinas (Tracey & Cerami, 
1994), enquanto a nNOS parece ser regulada principalmente por interações entre 
proteínas neuronais, envolvendo ativação do receptor N-metil-D-aspartato  (Dreyer et 
al., 2004). 
Inicialmente as espécies reativas (em especial as EROs) eram vistas como um 
produto indesejável da respiração aeróbica prejudiciais ao organismo, podendo 
causar um estresse oxidativo (relacionado às EROs) ou um estresse nitrosativo 
(relacionado às ERNs) quando em altas concentrações. Sendo ainda que, na 
ocorrência de níveis elevados de EROs, elas também podem desencadear o estresse 
nitrosativo uma vez que reajam com as ERNs (Martinez & Andriantsitohaina, 2009). 
Entretanto, atualmente, sabe-se que as espécies reativas não somente estão 
envolvidas em processos de progressão de doenças, angiogênese, envelhecimento 
celular e câncer, como também são importantes para a manutenção da homeostase 
do organismo, onde desempenham papéis tanto na resposta imune como também na 
medição de inúmeras respostas fisiológicas (Rhee, 2006; Bedard & Krause, 2007). 
Ao longo dos anos, muitos avanços se fizeram para a compreensão da forma 
como as EROs e ERNs participam na trandução de sinal como segundos 
mensageiros, e com o crescente entendimento da química da sinalização destes, 
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atualmente considera-se que além das reações não-enzimáticas, a maior parte das 
modificações na sinalização proteica induzida pelas EROs e ERNs seja catalisada 
enzimaticamente no contexto biológico (Forman et al., 2008).  
Os segundos mensageiros são geralmente produzidos nas células em resposta 
à ativação de receptores, entretanto, eles também podem ser produzidos por uma 
célula e se mover em direção à outra(s) onde exercerá(ão) suas ações (Forman et al., 
2008). A ação parácrina do NO
●
 em seu papel como vasodilatador é bem 
documentada na literatura (Furchgott & Zawadzki, 1980; Berrazueta et al., 1990; 
Cooke, 2003), e na mesma linha, as ações parácrinas do H2O2 vêm sendo descritas 
(Waghray et al., 2005). Os segundos mensageiros possuem vida curta e atuam nos 
efetores de sinalização celular, onde transientemente alteram suas atividades, o que 
pode ocorrer em questão de segundos, como na fosforilação de proteínas, ou 
podendo levar de minutos a horas, como na síntese de ciclinas e sua ligação à 
cinases do ciclo celular com consequente degradação das ciclinas (Forman et al., 
2008). Tanto o H2O2 como o NO
●
 contemplam tais características. 
 
1.7.1. Peróxido de Hidrogênio: mecanismos de ação 
 
O H2O2 é um dos oxidantes mais versáteis que existe. Através de catálise por 
Fe
2+ 
(reação de Fenton), o H2O2 pode ser convertido em 
●
OH assumindo alta 
reatividade (Ghaffari, 2008). Apesar disto, o H2O2 é um metabólito natural em muitos 
organismos o qual, quando decomposto, resulta na formação de oxigênio molecular e 
água. Está presente em inúmeras reações biológicas como principal produto de 
várias oxidases, e é um parâmetro importante na quantificação destes bio-processos 
(Cai, 2005). Neutrófilos, eosinófilos e macrófagos são fontes endógenas de EROs, 
sendo que quando ativados, os macrófagos iniciam um aumento de consumo de 





(Conner & Grisham, 1996).   
 Quando em níveis controlados o H2O2 desempenha funções importantes para 
as células, atuando como uma molécula sinalizadora no desencadeamento de 
processos diversos. Pequenas concentrações de H2O2 (geralmente na escala de µM), 
podem induzir alterações na fosforilação de proteínas regulatórias específicas, como 
a via da proteína cinase B, enquanto em condições de estresse, o H2O2 pode levar às 
células a apoptose ou necrose. Consequentemente, o estado basal dessas espécies 
no interior das células é crítico, sendo seus níveis determinados pelo balanço entre a 
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interação de mecanismos geradores de EROs e o refinado papel detoxificante 
desempenhado pelos antioxidantes intracelulares (Scandalios, 2005). 
O H2O2 atua principalmente oxidando grupamentos tiol das cisteínas de 
enzimas e proteínas, mas também pode levar à dissociação de ribossomos 70S nas 
subunidades riobossomais, alterações na superfície celular e clivagem de DNA 
(Russell, 2003). A sinalização redox mediada pelo H2O2 produzido na mitocôndria pela 
oxidação reversível das proteínas alvo contendo o grupamento tiol resulta na alteração 
da atividade de enzimas, cinases, fosfatases, e fatores de transcrição, tanto na 













Figura 7: Mecanismos possíveis da sinalização redox mitocondrial. O H2O2 produzido pela 
mitocôndria pode reversivelmente alterar a atividade de proteínas, enzimas contendo tiol por 
modificações de pontes dissulfido intra ou inter-proteínas, ou pela mistura das pontes dissulfido 
com a glutationa (GSH). Tais modificações podem ocorrer nas enzimas, carreadores ou fatores de 
transcrição mitocôndriais, citosólicos ou nucleares, alterando transientemente suas atividades. 
Essas alterações podem ser revertidas pela redução da proteína tiol modificada por redutores 
tiolicos endógenos como a GSH ou a tiorredoxina. Como a duração da geração de H2O2 pela 
mitocôndria vai depender de fatores como a força próton motiva e o estado redox do conteúdo de 
NADH, isto pode atuar como um sinal retrógrado para o restante da célula, reportando o estado 
mitocondrial. Este sinal pode então induzir modificações de curta-duração, como por exemplo, na 
sinalização dos substratos fornecidos à mitocôndria. Alternativamente, alterações de longa-
duração também podem ocorrer através da modificação de fatores de transcrição sensíveis ao 
estado redox que regulam a produção dos componentes mitocondriais. Além disso, sinais externos 
podem modificar a produção de O2
●- 
pela cadeia respiratória por modificações pós-traducionais. 
Alterações na atividade de peroxidases mitocondriais também podem modular o efluxo de H2O2 da 
mitocôndria para o restante da célula. É possível ainda que os de produtos da peroxidação lipídica 
derivados de H2O2, atuem como sinais redox secundários. Adaptado de Murphy (2009). 
 
 
Na regulação redox protéica, a oxidação dos resíduos de cisteína das 
proteínas consiste principalmente na formação de ácido sulfenico, que por sua vez 
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pode formar pontes dissulfeto com as cisteínas adjacentes ou sofrer nova oxidação 
gerando ácido sulfínico ou sulfônico, que na presença de nitrogênio pode formar a 
sulfenamida. Tais modificações oxidativas resultam em alterações na estrutura e/ou 
função da proteína. Com exceção do ácido sulfônico, e em menor grau do ácido 
sulfínico, estas modificações redox são reversíveis pelos sistemas antioxidantes 
intracelulares da peroxirredoxinas e tiorredoxinas, que atuam na manutenção do 
equilíbrio redox (Ray et al., 2012). 
 




 foi identificado como importante molécula sinalizadora no organismo 
humano em 1980 (Furchgott & Zawadzki, 1980). Trata-se de um gás relativamente 
estável e altamente lipofílico, capaz de se difundir livremente por meio da membrana 
de suas células-alvo, apresentando meia-vida muito curta após ser liberado na 
corrente sangüínea (Boucher et al., 1999). O NO
●
 é reconhecido pelas variadas 
funções fisiológicas que exerce no organismo humano abrangendo os sistemas 
cardiovascular, imune, reprodutivo e nervoso, bem como pelo seu papel na 
hemostasia, configurando a esse mediador gasoso um primordial valor para o 
funcionamento normal do organismo (Bedard & Krause, 2007).  
O NO
●
 exerce papel tanto na indução como na inibição da proliferação celular 
(Villalobo, 2006). O principal fator responsável por esta dualidade de respostas está 
na concentração do NO
●
, sendo que em concentrações baixas (na escala de µM) leva 
à proliferação celular, enquanto altas concentrações (na escala de mM) resultam no 
contrário, ou seja, na inibição da resposta proliferativa, tanto em células normais 
como em células tumorais (Villalobo, 2007). 
Além de sua produção endógena pelas NOS em diferentes células, incluindo 
além das células endotelias, células da medula óssea e de sangue periférico tanto em 
humanos como em roedores (Forstermann et al., 1998), o NO
●
 também pode ser 
quimicamente fornecido ao organismo através de doadores de NO
●
, os quais 
compõem diferentes classes conforme sua estrutura e modo como são dispensados 
às células, sendo classificados em: a) nitratos orgânicos; b) complexos metal- NO
●
 
(nitroprussiato de sódio – SNP); c) S-nitrosotióis (S-nitroso-N-acetilpenicilamina – 
SNAP - e a S-nitrosoglutationa – GSNO); d) Sidinoniminas (3-morfolinosidnonimina - 
SIN-1); e) Diazeniodiolatos (NONOates como DEA/NO, PAPA/NO, SPER/NO, 
PROLI/NO, MAHMA/NO, DETA/NO); g) híbridos de drogas-NO (como o NO
●
 e a 
droga não-esteriodal anti-inflamatória – NO-NSAIDs). Dentre esses, particularmente o 
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SNAP trata-se de um S-nitrosotiol terciário cuja estabilidade em solução varia de 
segundos a horas dependendo da temperatura, composição do tampão e conteúdo 
metálico, sendo que em pH.6 a 8 e a 37 ºC sua meia-vida é de aproximadamente 6 
horas na presença de quelantes de metais de transição (Huerta et al., 2008). 
Os dois maiores mecanismos pelos quais o NO
●
 exerce seus efeitos fisiológicos 
são: a) via dependente de guanosina monofosfato cíclica (cGMP), na qual  ligação do 
NO
●
 ao grupamento heme da enzima guanilil ciclase solúvel leva à produção do 
segundo mensageiro cGMP a partir de GTP, resultando na ativação de proteínas 
cinases e fosfodiesterases dependentes de cGMP assim como de canais iônicos alvo 
de nucleotídeo cíclico; b) via independente de cGMP, na qual ocorre com a reação do 
NO
● 
com oxigênio molecular, O2
●- 
e metais de transição (Huerta et al., 2008). 
Entretanto, o NO
●
 pode atuar diretamente na modificação de proteínas sem o uso de 
enzimas em dois diferentes processos: a) nitração, onde ocorre a reação de dióxido 
de nitrogênio (um produto secundário do NO
●
 derivado do ONOO
●
) com resíduos de 
tirosina presentes nas proteínas formando então a 3-nitro-L-tirosina (Radi, 2004); b) 
nitrosilação, onde ocorre a ligação covalente (reversível) de uma molécula de NO
●
 à 
uma cadeia lateral de cisteína (Cys) gerando S-nitroso-proteínas (Anand & Stamler, 
2012).  
 
1.8. Mecanismos Antioxidantes 
 
As células possuem mecanismos antioxidantes próprios para o controle da 
homeostase. Em condições de estresse onde ocorre uma produção elevada das 
EROs, os mecanismo antioxidantes intracelulares atuam na defesa sistêmica 
regulando os níveis das espécies reativas, com o intuito de conter o 
desencadeamento do estresse oxidativo, pelo seu potencial efeito deletério ao DNA, 
proteínas e lipidios celulares (Droge, 2002; Urso & Clarkson, 2003; Kurien et al., 
2006). 
 Os mecanismos antioxidantes enzimáticos mais eficientes são o da glutationa 
peroxidase (GPx), catalase (Cat) e SOD (Mates et al., 1999), mas há também os 
antioxidantes não-enzimáticos, que incluem as vitaminas E e C, antioxidantes tióis 
(GSH, tiorredoxina e ácido lipóico), melatonina, carotenóides, flavonóides naturais e 
outros (McCall & Frei, 1999; Urso & Clarkson, 2003). Adicionalmente, proteínas e 
aminoácidos também podem agir como antioxidantes, porém atuam de forma menos 
efetiva que os antioxidantes clássicos (Droge, 2002).  
 





 A GSH é um tripeptídeo (L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicina), moderamento estável, 
carreador de um grupamento tiol ativo no seu resíduo de cisteína, razão pela qual 
desempenha papel como antioxidante em diversos organismos (Lushchak, 2012). 
GSH é o tiol livre mais abundante encontrado nas células eucarióticas, atuando na 
manutenção das condições redox ideais no microambiente intracelular para o bom 
desempenho das proteínas celulares (Schafer & Buettner, 2001). 
 A GSH interage tanto diretamente com as EROs e ERNs e eletrófilos, quanto 
atuando como cofator de várias enzimas. A GSH é consumida de várias maneiras: 
por oxidação, conjugação e hidrólise. Seu estado reduzido compreende sua forma 
biológica ativa, a qual é oxidada a glutationa dissulfido (GSSG) durante o estresse 







) ou indiretamente durante as reações de catálise 
dependente de peroxidases.  É na oxidação direta que ocorre a formação dos radicais 
tiil e da GSSG. Dessa forma, a razão entre GSH/GSSG durante o estresse oxidativo é 
um ótimo parâmetro do estado redox da célula (Schafer & Buettner, 2001; Circu & 
Aw, 2010).  
A GSH é também cosubstrato da GPx na detoxificação do H2O2 ou peróxidos 
orgânicos, formando GSSG, água e álcóis. Além disso, a glutationa redutase é 
necessária para a conversão do H2O2 em GSH, o que por sua vez contribui para a 
detoxificação do H2O2 (Urso & Clarkson, 2003).  
  
1.8.2. Enzimas superóxido dismutase e catalase 
 
 As SODs são metaloenzimas que catalisam a conversão do O2
●- 
em H2O2, que 
imediatamente se tornam substrato para a Cat, para a GPx e para as 
peroxirredoxinas. São 3 as isoformas de SOD descritas: a SOD1 ou SOD-CuZn 
(presente no citoplasma e núcleo), a SOD2 ou SOD-Mn (presente na mitocôndria), e 
a SOD3 ou SOD-EC (presente no espaço extracelular) (Suliman et al., 2004). Em 
resposta ao estresse oxidativo, os genes da SOD são transcritos, levando ao 
aumento da atividade da SOD no intuito de proteger as células de possíves danos.  
Dentre as 3 isoformas da SOD, a SOD-Mn é a que atua primeiramente na linha de 
defesa contra o O2
●- 
gerado na matriz mitocondrial (Martinez & Andriantsitohaina, 
2009). 
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 A catalase é uma hemeproteína encontrada na maioria das bactérias, plantas 
e animais, atuando na decomposição do H2O2 em H2O e O2 (Powers & Lennon, 
1999). Após interagir com o H2O2 a catalase é convertida em um intermediário heme 
oxidado denominado componente 1, o qual é normalmente reconvertido em sua 
forma reduzida por uma segunda molécula de H2O2. E estudos sugerem que o 
composto 1 exerça papel fundamental na ativação da guanilato ciclase por H2O2 
(Droge, 2002). A Cat também se complexa com o NO
●
, sendo que este complexo 
Cat-NO
●
  leva à formação da ferricatalase, inibindo a atividade de disprotonação do 
H2O2 pela Cat (Purwar et al., 2011). Outro inativador da atividade enzimática da Cat é 
o O2
●- 
(Kono & Fridovich, 1982), recentemente foi visto que o próprio O2
●- 
atua como 
ativador da ferricatalase-NO sem gerar produtos intermediários, em uma taxa de 









), que ocorre de forma mais lenta neste contexto (Kim & Han, 
2000). 
  
1.9. Sinalização redox por EROs na hematopoese  
 
Nos últimos anos, vários estudos têm sido desenvolvidos de forma a 
compreender a biologia das células-tronco, especialmente das células-tronco 
hematopoéticas, contexto no qual um novo foco é dado aos estudos com as EROs:  o 
de seu papel na manutenção do nicho e sua influência nos processos de auto-
renovação, proliferação e diferenciação das CTHs (Gupta et al., 2006; Jang & 
Sharkis, 2007; Juntilla et al., 2010), cujos achados ainda são bastante controversos.  
Estudos mostram que essas células primitivas são dotadas de um complexo 
painel de NADPH oxidases ativas (NOXs) composto por subunidades catalíticas das 
isoformas de NOX1, NOX2, e NOX4 localizados na membrana da célula, indicando 
que a atividade coordenada das isoformas de NOX nas CTHs e nos PHs atuam como 
uma espécies de “sensores” do oxigênio presente no microambiente dessas células, 
resultando na geração de baixos níveis de EROs. O ambiente oxidante entra no 
contexto no momento em que as CTHs deixam o nicho hipóxico da medula óssea, 
possibilitando assim que essas células se tornem mais responsivas ao estímulo 
proliferativo e de diferenciação (Piccoli et al., 2007). Diferentemente das células 
normais/saudáveis, as células tumorais apresentam níveis elevados de EROs 
constitutivamente, o que pode estar relacionado tanto a uma maior produção 
endógena, quanto a uma deficiência em sua eliminação pelos sistemas antioxidantes 
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endógenos, os quais por sua vez também são alterados com relação às células 
normais (Ghaffari, 2008). 
As células hematopoéticas parecem ser particularmente vulneráveis à presença 
cumulativa de EROs, pois falhas em diversas moléculas que captam essas espécies 
resultam em anemias que podem ser letais em alguns casos e/ou desencadear 
malignidades no tecido hematopoético (Ghaffari, 2008). Uma das situações 
inevitáveis, com maior propensão à doenças hematológicas, é o envelhecimento 
celular, onde há aumento de EROs. O envelhecimento acarreta o aumento de 
doenças mieloproliferativas incluindo leucemias, declínio da imunidade adaptativa e 
grande propensão à anemia (Warren & Rossi, 2009). O aumento de EROs têm sido 
associado à progressão de leucemias mielóides (Sallmyr et al., 2008). Em células T 
leucêmicas, as EROs oxidam e inativam a proteína tensina e fosfato (PTEN), 
consequentemente ativando a PI3K/Akt (uma vez que PTEN é um regulador negativo 
desta via) e levando ao aumento da proliferação das células T tumorais (Silva et al., 
2008).  
O H2O2 e outras EROs ativam vias de transdução de sinal que controlam a 
morte, sobrevivência, movimentação celular e ativação gênica (Sen & Packer, 1996; 
Morel & Barouki, 1999; Mahadev et al., 2001). Aparentemente, a própria ação de 
citocinas como GM-CSF, IL-3, SCF e EPO, está associada com alterações nos níveis 
de H2O2 após os estímulos (Sattler et al., 1999; Tibbles & Woodgett, 1999).  
Alterações nos mecanismos de transdução, como a deleção condicionada dos 
fatores de transcrição da subfamília FoxO, aumenta a quantidade de EROs nas 
CTHs, manifestando-se no aumento da velocidade do ciclo celular e de morte das 
CTHs, como também na expansão da linhagem mielóide e no desenvolvimento 
anormal da linhagem linfóide (Tothova et al., 2007). Foi observado que a população 
de CTHs com baixa quantidade de EROs expressa maiores quantidades de 
receptores de Ca
2+
 extracelular (importante para o reconhecimento do nicho 
osteoblástico), de Notch-1 e de p21, e esta população possui alto potencial de 
renovação em relação às demais populações hematopoéticas com maiores 
quantidades de EROs (Jang & Sharkis, 2007). A otimização da expansão de CTHs 
pode ser alcançada pela modulação do ambiente redox das células pelo uso de 
antioxidantes como a catalase, a qual aumenta drasticamente o número de células 
com expressão de Sca-1 in vitro (Gupta et al., 2006), e como a N-acetil-cisteína 
(NAC), que contrariamente inibe a transição de G1 para a fase S em células 
mielóides 32Dcl3, efeito este revertido pelo co-tratamento das células com H2O2  
(Iiyama et al., 2006). Além disso, a inibição de certas vias de sinalização, como a da 
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p38 MAPK (a qual é ativada em resposta ao aumento dos níveis de EROs) recupera 
a capacidade de repopulação das CTHs e a manutenção da quiescência (Ito et al., 




cultura de longa-duração, apresentam 
baixos níveis de EROs, fator este associado ao prejuízo na capacidade de 
proliferação e diferenciação destas células (Juntilla et al., 2010).  E ainda, as EROs 
parecem ter função na regulação positiva dos processos de proliferação e homing 
(migração de CTH do sangue periférico para a medula óssea após transplante) para a 
região trabecular do fêmur (Lewandowski et al., 2010), uma vez que com o uso do 
antioxidante NAC a repopulação medular é menor.  
No microambiente medular, foi sugerido de forma indireta que as EROs têm 
participação na manutenção da quiescência e/ou diferenciação das CTHs, 
respectivamente baseado nos fatos de que o nicho endosteal encontra-se em 
condição de hipóxia,, enquanto o nicho vascular contém níveis elevados de O2 (Fig. 8)  










Figura 8: Concentracão de oxigênio nos diferentes nichos hematopoéticos. Os níveis mais 
baixos de O2 no nicho endosteal pode estar relacionado com a manutenção da quiescência das 
CTHs, enquanto o nível mais elevado de O2 no nicho vascular pode favorecer a diferenciação  e a 
migração das CTHs. Adaptado de Yin & Li (2006). 
 
Alguns exemplos da participação das EROs nos processos de maturação das 
células hematopoéticas estão descritos na literatura.  Em resposta à hemólise 
causada pelas EROs, um mecanismo compensatório é ativado, levando precursores 
eritrocíticos a se diferenciarem e proliferarem em células eritróides maduras (Ghaffari, 
2008). As EROs também sinalizam para a maturação dos megacariócitos, com a 
diminuição da atividade da proteínas NF-E2, a qual está relacionada a ativação de 
genes citoprotetores decorrente da elevação dos níveis de EROs intracelular 
(Motohashi et al., 2010).  No desenvolvimento linfocítico, foi visto que a ausência da 
proteína ataxia-telangiectasia induz o aumento dos níveis de EROs, resultando na 
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falha da medula óssea pela supressão da diferenciação de linfócitos T e 
consequentemente levando a um quadro de imunodeficiência (Ito et al., 2006). Ainda, 
na ativação dos linfócitos B, devido a habilidade das EROs                                          
– especialmente do H2O2 – de mimetizar a ligação de antígenos, estas espécies 
desencadeiam a ativação da cascata de sinalização para a produção de anticorpos  
(Masciarelli & Sitia, 2008). 
 
1.10. Sinalização redox por ERNs na hematopoese 
 
 Diferentemente do H2O2, cujos achados relacionados ao sistema 
hematopoético são mais amplos, um número menor de estudos mostram a relação do 
NO
●
 com o controle da funcionalidade das CTHs. Sabe-se que durante a 
embriogênese, o NO
●
 exerce um importante papel, uma vez que atua na formação e 
especificação dos vasos regulando o fluxo sanguíneo e a formação do cluster de 
células hematopoéticas sendo, portanto, necessário para o estabelecimento do nicho 
vascular e produção de CTHs (North et al., 2009). Já no organismo adulto, sua 
presença está relacionada com a modulação das populações de células primitivas e 
maduras, visto que a supressão das NOS leva à expansão do número de CTHs e de 
PHs e à diferenciação em neutrófilos (Michurina et al., 2004). Na mesma linha, o uso 
do NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor das NOS, ou mesmo a 
depleção de NO
●
 endógeno usando a oxihemoglobina como captador, bloqueia a 
diferenciação de células CD34
+
 de sangue periférico humano em células dendríticas 
in vitro, mantendo as células progenitoras no seu estado indiferenciado e em 
proliferação (Tiribuzi et al., 2013). Contrariamente, células CD34
+
 de cordão umbilical 
humanas proliferam quando estimuladas com SNP, inclusive em maior taxa do que a 
induzida pelo estímulo destas células com L-arginina (Deezagi, 2011). Além disso, 
estudos mostram o funcionamento do NO
●
 na inibição do crescimento, diferenciação 
e hemoglobilinização de eritrócitos, em um mecanismo que envolve a ativação de 
guanilil ciclase e a produção de guanosina monofosfato cíclica e gama-globina, 
desencadeando a deformação das células vermelhas (Cokic & Schechter, 2008). A 
inibição mitogênica linfocítica pelo NO
●
 é um efeito que tem sido observado nas 
células hematopoéticas ao longo dos anos, seja pela modulação dos níveis 
endógenos (Falzarano et al., 1996) ou por sua indução via doadores exógenos de 
NO
●
 (Berendji et al., 1999). Recentemente foi visto que o efeito do NO
●
 na modulação 
do desenvolvimento dos linfócitos depende da S-nitrosoglutationa redutase (GSNOR) 
– proteína chave no controle da S-nitrosilação proteica –, onde sua ausência resulta 
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na diminuição significante dos linfócitos T e B periféricos, enquanto no timo a 
deficiência de GSNOR induz excessiva nitrosilação de proteínas, aumentando a 
morte celular dos linfócitos, efeitos estes revertidos com a deleção da iNOS (Yang et 
al., 2010).  







 O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da ação do H2O2 e do NO
●
 nas 
células hematopoéticas, de forma a verificar se estão diretamente envolvidos na 
regulação das CTHs e de sua progênie, nos processos de proliferação, diferenciação 




2.2.1. H2O2 in vitro: Comparar os efeitos do H2O2 em células hematopoéticas 
murinas, humanas leucêmicas (linhagem HL-60) humanas normais (sangue de 
cordão umbilical), avaliando: 
 
 Viabilidade celular; 
 Grau de diferenciação e a quantificação das populações celulares 
primitivas; 
 Capacidade clonogênica; 
 Sinalização celular: ativação das proteínas ERK1/2, Akt e PLC.  
 
2.2.2. NO in vitro e in vivo: investigar os efeitos do NO
●
 in vitro, produzido 
endógenamente por células endotelias estimuladas com carbacol (CCh), e do NO
●
  
doado exogenamente por SNAP in vivo, em células hematopoéticas murinas, 
avaliando: 
 Proliferação celular; 
 Diferenciação celular, a partir da quantificação das populações primitivas e 
maduras assim como da avaliação da expressão gênica (de diferentes 
fatores de transcrição) relacionada com a diferenciação celular 
hematopoética; 
 Capacidade clonogênica das células primitivas após estímulos; 
 Sinalização celular envolvida; 
 Viabilidade Celular; 
 Níveis endógenos de EROs e status antioxidante endógeno. 
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3.1.1. Drogas e reagentes 
 
Segue abaixo a relação dos fabricantes e seus respectivos produtos utilizados 
no desenvolvimento deste trabalho: 
 
 Agener União (Barsil): Enrofloxacina (Velotril).  
 Alcon (Brasil): colírio de Cloridrato de Propacaína (Anestalcon). 
 Applied Biosystems (EUA): TaqMan Universal PCR Master Mix, primers: Ikz-3 
(Mm01306721_m1*), GATA-1 (Mm01352636_m1*), GATA-2 (Mm00492301_m1*), 
GATA-3 (Mm00484683_m1*), Sfpi-1/PU.1 (Mm00488142_m1*), C/EBPα 
(Mm00514283_s1*), NF-E2 (Mm00801891_m1*), Actb (Mm01205647_g1).  
 BD Biosciences / Pharmingen Becton Dickinson (EUA): Anticorpos contra c-Kit 
(2B8), Ter-119 (Ly-76), CD3 (145-2C11) e CD16 (2.4G2) conjugados com 
aloficocianina (APC); CD3 (145-2C11), Ter-119 (Ly-76), Gr-1 (RB6-8C5), Mac-1 
(myM1/70), B220 (RA3-6B2), IL7R (SB/199), Flk2 (A2F10) e Sca-1 (D7) todos 
conjugados com ficoeritrina (PE); Mac-1 (M1/70), Sca-1 (Ly-6A/E-D7), CD19 (1D3) 
e Gr-1(RB6-8C5) conjugados com ficoeritrina – ciano 7 (PE/Cy7); CD90 (Thy1.1), 
IL7R (A7R34), CD34 (RAM34) e Gr-1 (RB6-8C5) conjugados com fluorocianina 
isotiocianina (FITC) – todos reagindo com camundongo;  Anticorpos contra CD38 
(HIT2), CD33 (WM53), CD2 (RPA-2.10), CD3 (HIT3a), CD7 (eBio124-D1), CD34-
APC, CD15-FITC (MMA) e CD11b-PE/Cy7 (ICRF44), estes reagindo com 
humano; anti-Notch-1, anti-Connexin-43, Anexina V-FITC, Ki-67-FITC.  
 Bio-Rad (EUA): Bradford Protein Assay kit. 
 Carlos Erba (Brasil): Etanol. 
 Cell Signaling Technology (EUA): Anticorpos contra fosfo-PKCpan [Ser660], fosfo-
Akt [Thr308], fosfo-ERK1/2 [Thr202/Tyr204] e fosfo-Stat5 [Tyr694], fosfo-p38 
[Thr180/Tyr182], fosfo-PLCγ [Tyr759]. 
 Cultilab (Brasil): Soro Fetal Bovino (SFB). 
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 Electron Microscopy Science (EUA): Paraformaldeído (20%). 
 Fort Dodge (EUA) Pentabiótico. 
 Gibco (EUA): meio RPMI 1640, meio HAM-F12. 
 Invitrogen Life Technologies / Molecular Probes (EUA): 2',7'-dicloro-fluoresceína 
diacetato (CM-H2DCFDA), Anti-IgG de coelho e de cabra conjugados com Alexa 
Fluor 488, meio Dulbecco modificado por Iscove (IMDM), SYBR Safe,  tampão 




, enzima da 
transcriptase reversa Moloney murine leukemia virus (M-MLV), 
oligodeoxiribonucleotídeos randomizados (Oligo dT), RNAse Out, conjunto de 
desoxirribonucleotídeos trifosfatados (dNTPs). 
 Merck (Brasil): Dimetilsulfóxido (DMSO), H2O2, Glicina, e Sais inorgânicos. 
 Perfecta (Brasil): Capilares com Heparina.  
 Qiagen (Alemanha): RNeasy Mini Kit. 
 Santa Cruz Biotechnology (EUA): Anticorpos contra CaR, PECAM-1 a fosfo-c-Myc 
[Thr58/Ser62]. 
 Sigma-Aldrich (EUA): Saponina, Azul de Tripan, Albumina Sérica Bovina (BSA), 
Azida, Ficoll-Hypaque 1077, Carbacol (CCh), Hidrocortisona, Sulfato de Amônio 
(SBD-F), 5-bromo-2′-deoxiuridina (BrdU), Diidroetídio (DHE), Viocase,  GM-CSF, 
SNAP, Triton X-100, Agarose, Hidroxietil Piperazina Ácido etanesulfonico 
(HEPES), Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA). 
 Stem Cell Technology (EUA): Methocult M3434, Methocult H4100, CD117 Positive 
Selection Kit - EasySep
TM
, Soro Fetal Equino (SFE). 
 Synth (Brasil): Eosina, Hematoxilina, Xilol. 




 Segue abaixo a relação dos fabricantes e seus respectivos equipamentos 
utilizados no desenvolvimento deste trabalho: 
 
 Agitador de Tubos, modelo AP56, Phoenix (Brasil).. 
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 Agitador Magnético, modelo 258, Fanem Ltda (Brasil). 
 Alisador de Óxido Nítrico (NOA), modelo 280, (controlado pelo Software 
NOAnalysis) GE Analytical Instruments (EUA).   
 Analisador Hematológico Veterinário, modelo Micros Vet, HORIBA ABX (Japão). 
 Autoclave Vertical, modelo SM310, Yamato (Japão). 
 Balança Analítica, modelo AE240, Melter (Suíça). 
 Balança Semi-Analítica, modelo AS 5000, Marte (Brasil). 
  Cabine de Luz UV, modelo DE500, (controlado pelo Software Alphamalger 2000) 
Alpha Innotech (EUA). 
 Câmara de Fluxo Laminar Vertical, modelo 1300 series AZ, Thermo Scientific 
(EUA). 
 Câmara de Neubauer, modelo Tiefe Depth Profondeur, Loptik Labor (Suíça). 
 Centrífuga de Alta Rotação, modelo Z 326K, HERMLE (Alemanha). 
 Centrífuga, modelo Rotina 38R, Hettich (Alemanha). 
 Citômetro de Fluxo, modelo FACSCalibur, (controlado pelo Sofware Cell Quest 
Pro Analysis, versão 5.1) Becton Dickinson (EUA). 
 Cromatógrafo Líquido de Alta Perfomance (HPLC), modelo CTO 10A VP, 
(controlado pelo Software Class-VP, versão 6.14 SP2B) Shimadzu (Japão). 
 Espectrofluorímetro, modelo SpectraMax (controlado pelo Software  SoftMax, 
versão 4.6) Molecular Devices (EUA). 
 Espectrofotômetro, modelo Nano Drop 1000, (controlado pelo Software Nanodrop 
1000, version 3.5) Thermo Scientific hermo Scientific (EUA). 
 Espectrofotômetro, modelo Power Wave XS, (controlado pelo Software software 
Gen, versão 5 1.6) Biotek (EUA). 
 Espectrofotômetro, modelo U-2010, (controlado pelo software UV Solutions, 
versão 1.1) Hitachi (Japão). 
 Estufa de secagem e esterilização, modelo 515A, Fanem Ltda (Brasil). 
 Incubadora (banho-seco) com agitador (Thermo Shaker), modelo MS-100, 
Lorderan (China). 
                                                                                                                                      Materiais e Métodos 
 
33 
 Incubadora de CO2, modelo COM-19AIC, Sanyo (Japão). 
 Irradiador 
60
Co, modelo Acyon II, CGR (França). 
 Microcentrífuga de placas, modelo MPS, Labnet (EUA). 
 Microscópio de Fluorescência, modelo D6000/TIRF, Leica (Alemanha). 
 Microscópio Invertido de Contraste de Fase, modelo TMS, Nikon (Japão). 
 Micrótomo de Minot, modelo RN 2145, Leica (Alemanha).  
 Purificador de Água, Milli-Q, Millipore (EUA). 
 Real Time PCR System, modelo 7500, Applied Biosytems (EUA). 
 Separador de Células Magnético, modelo EasySep, Stem Cell Tecnologies 
(Vancouver, EUA). 
 Sonicador, modelo Vibra Cell VCX130PB, Sonics & Materials Inc. (EUA). 
 Termociclador, modelo Gene Amp Thermal System 9700, (controlado pelo 
Software 7500 Fast Real Time PCR-System, versão 2.06) Applied Biosytems 
(EUA). 
 
3.1.3 Softwares de análise 
 
 WinMDI, versão 2.8, Joe Trotter. 
 Flow Jo, versão 7.6.4, Tree Star.  
 MacBiophotonics Image J, versão 1.47, Softonic International. 




3.2.1. Solução salina tampão fosfato (PBS) 
 
 O PBS foi preparado utilizando água ultrapura (Milli-Q), acrescida dos sais 
especificados abaixo, e o pH foi ajustado para 7,4 em pHmetro. 
 Composição da solução (mM): NaCl 137; KCl 2,7; KH2PO4 2; Na2HPO4 10. 
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3.2.2. Solução tampão para ligação de anexina-V com a fosfatidilserina 
 
 A solução tampão com Ca
2+
 elevado é necessária para a ligação da anexina-V 
com a fosfatidilserina de membrana. Esta solução foi preparada utilizando água 
ultrapura (Milli-Q), acrescida dos sais especificados abaixo, e o pH foi ajustado para 
7,4 em pHmetro. 
Composição da solução (mM): NaCl 140; Hepes/NaOH 10; CaCl2 2,5. 
 
3.2.3. Solução estoque de H2O2 
 







M. As soluções estoque de H2O2 foram filtradas com 
um filtro de 0,22 µm (Millipore) e armazenadas a 4 °C, protegidas da luz.  
 
3.3. Preparo dos meios de cultura 
 
3.3.1. Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) 
 
 O meio de cultura IMDM em pó foi dissolvido em aproximadamente 950 mL de 
água ultrapura e 3,024 g de bicarbonato de sódio foram adicionados, sendo 
misturados sob agitação magnética. O pH foi medido em pHmetro e ajustado para 
7,2. Após completar o volume para 1 L, a solução foi filtrada em filtros com poros de 
0,22 m de diâmetro em fluxo laminar, foi aliquotada, e colocada ema estufa a 37 °C 
por 48 h para o teste de esterilidade. Posteriormente, o meio IMDM foi armazenado a 




 O meio HAM-F12 em pó foi dissolvido em 1 L de água ultrapura e 1,176 g de 
bicarbonato de sódio foram adicionados, sendo misturados sob agitação magnética. 
O pH foi ajustado para 7,2. O meio foi filtrado e estocado conforme descrito acima.  
 
3.3.3. RPMI 1640 
 
 O meio RPMI 1640 em pó foi dissolvido em 900 mL de água ultrapura e 2 g de 
bicarbonato de sódio foram adicionados, sendo misturados sob agitação magnética. 
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O pH foi ajustado para 7,2. O meio foi filtrado e estocado conforme já descrito.  
 




 Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 machos entre 10 e 12 
semanas de idade, fornecidos pelo biotério do Instituto de Farmacologia da 
Universidade Federal de São Paulo (INFAR/UNIFESP). Além destes, foram usados 
camundongos C57BL/6 machos transgênicos, expressando a proteína fluorescente 
verde (GFP) (C57BL/6-Tg(act-EGFP)C14-Y01-FM131Osb), entre 9 e 10 semanas de 
idade, fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Animais em Experimentação da 
UNIFESP (CEDEME/UNIFESP). Este estudo foi aprovado pelo Comitê de ética e 
Pesquisa desta Instituição, documento nº 1890/09, e todos os experimentos foram 
conduzidos de acordo com o Manual Brasileiro de Cuidados e Procedimentos com 
Animais de laboratório (Lei Federal nº 11794/2008). Os camundongos foram mantidos 
em microisoladores com filtro e inseridos em estantes ventiladas, com livre acesso à 
água de torneira e ração padrão. A sala foi mantida em temperatura de 22 ± 2 ºC, 
com umidade relativa entre 50 - 55%, e iluminada artificialmente com lâmpadas 
fluorescentes em ciclo alternado de claro/escuro (12 h/12 h). 
 
3.4.2. Linhagens celulares imortalizadas 
 
 A linhagem de células leucêmicas promielocíticas humanas (HL-60), foi obtida 
junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro, enquanto a linhagem de células 
endoteliais da aorta de coelho (RAEC) foi obtida junto ao departamento de bioquímica 
da UNIFESP, gentilmente cedida pela Profa. Dra. Helena B. Nader. O meio de 
cultura, assim como os suplementos utilizados, e as condições em que tais células 
foram mantidas estão descritos mais adiante. 
 
3.4.3. Células humanas de cordão umbilical 
 
 As CCU provenientes de doadoras sadias foram coletadas após a obtenção da 
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). No momento do 
parto, tanto a remoção da placenta como o clampeamento do cordão umbilical, foram 
realizados pela equipe cirúrgica do Hospital São Paulo, sendo o órgão imediatamente 
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colocado em um recipiente estéril. A retirada do material do cordão umbilical foi feita 
com o auxílio de uma seringa e o sangue foi armazenado em um tubo contendo 
heparina ou EDTA como agentes anticoagulantes. A obtenção do material humano foi 




3.5.1. Extração da medula óssea murina 
 
Os animais foram eutanasiados por concussão cerebral procedendo-se à 
assepsia com álcool 70% (70% de álcool etílico + 30% de H2O destilada). Em 
seguida, procedeu-se a retirada dos fêmures com o auxílio de pinças e tesouras. A 
extração da medula óssea foi realizada com a inserção de uma agulha no orifício 
distal e/ou proximal da cavidade femural. Para a lavagem e retirada das células 
hematopoéticas alí contidas, foi feita a injeção de aproximadamente 2 mL de PBS ou 
meio de cultura IMDM (para os experimentos onde estas células foram cultivadas 
e/ou estimuladas in vitro). Exceto no ensaio utilizando o Methocult (em que o IMDM 
foi suplementado com 2% de SFB), para todos os demais ensaios, o IMDM foi 
suplementado com 12,5% de SFB e 12,5% SFE mais 100 U/mL de penicilina e 100 
µg/mL de estreptomicina (concentração esta de antibióticos utilizada em todos os 
demais ensaios). 
 
3.5.2. Cultivo das células leucêmicas HL-60 e estímulo com H2O2 
 
As células HL-60 em suspensão foram cultivadas em meio RPMI 1640 
suplementando com 10% SFB e antibióticos. O subcultivo foi feito a cada 72 h, 
sempre considerando a proporção de 1x10
6
 para cada 1 mL de meio de cultivo. Para 
os experimentos, 1x10
5
 células/mL foram plaqueadas e estimuladas com as soluções 
estoque de H2O2 (descrita no item 3.2.3.) de forma a atingir as seguintes 
concentrações finais: 1, 5, 10, 50 e 100 µM. 24 h após o estímulo, as células foram 
recolhidas, lavadas com PBS e separadas para as diferentes análises. 
 
3.5.3. Estímulo das células hematopoéticas com H2O2 in vitro 
 
As células da medula óssea recém-extraídas em ambiente estéril (fluxo 
laminar) foram plaquedas na concentração de 1x10
6
 células/mL para o estímulo com 
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H2O2 nas diferentes concentrações descritas anteriormente, de acordo com cada 
ensaio. Após 8 h de incubação com H2O2, as células foram recolhidas, lavadas com 
PBS e separadas para as diferentes análises. 
 
3.5.4. Preparo e estímulo das células hematopoéticas humanas de cordão 
umbilical  
  
A manipulação das CCU (em fluxo laminar) ocorreu em até 2 h após a coleta 
das mesmas. As amostras de CCU foram lavadas de 4 a 6 vezes com PBS estéril 
acrescido de EDTA (0,02%), para a remoção do excesso de células vermelhas alí 
presentes. Em seguida a fração de células mononucleares foi separada das demais 
células (conforme método detalhado a seguir), contadas em câmara de Neubauer e 
plaquedas na concentração de 1x10
6
 células por poço, para serem então estimuladas 
com o H2O2. Após 24 h de incubação com o H2O2, as células foram recolhidas, 
lavadas com PBS e separadas para as diferentes análises. 
 
3.5.5. Separação das células mononucleares hematopoéticas 
 
Para a separação das células mononucleares, células totais da medula óssea 
foram homogeneizadas em meio de cultura IMDM em volume de 2 – 3 mL. Em tubo à 
parte, foi adicionado o mesmo volume de Ficoll-Hypaque 1077, e por cima desta 
solução foi colocada a suspensão de células hematopoéticas totais para separar a 
fração de células mononucleares dos demais tipos celulares da medula óssea. As 
células sobre o Ficoll-Hypaque foram então centrifugadas a 1000 rpm por 30 min a    
25 ºC. Após a centrifugação, foi coletado o anel de células mononucleares (que se 
forma a pela diferença de densidade entre as células e o reagente utilizado) o qual se 
encontrava visivelmente separado dos eritrócitos e granulócitos, os quais por sua vez 
precipitam-se e ficam alojados no fundo do tubo. Coletado o anel, adicionou-se 3 mL 
de meio de cultura às células, as quais foram em seguida centrifugadas e tiveram seu 
sobrenadante descartado. As células foram ressuspensas em meio de cultura ou PBS 
conforme cada experimento. 
 
3.5.6. Cultivo das células endoteliais (RAEC) e estímulo com CCh 
 
As células aderentes RAEC foram mantidas em meio HAM F-12, 
suplementado com 10% de SFB, em estufa úmida contendo 5% de CO2 a 37 ºC, 
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sendo o subcultivo feito a cada 7 dias. Para o desprendimento das células do fundo 
das garrafas de cultura, foi utilizada enzima pancreática bovina, Viocase (1%). Para 
os ensaios experimentais, 1x10
5
 células foram cultivadas em placa de 12 poços por 
um período médio de 72 h (até atingirem aproximadamente 80% de confluência). 
Atingida tais condições, em cada poço foi inserido um suporte transwell de 12 mm de 
diâmetro e poros de 45 µm de abertura. Dentro deste suporte foram colocadas 5x10
6
 
células hematopoéticas (coletadas conforme descrito no item 3.5.1.) em um volume 
de 500 µL de meio IMDM suplementado conforme já descrito anteriormente. Sabendo 
que a Acetilcolina e seus análogos atuam como vasodilatadores pela produção de 
NO
●
 pelo endotélio vascular (Katsuki & Murad, 1977; Furchgott & Zawadzki, 1980), as 
células RAEC foram estimuladas com o CCh - um análogo não hidrolizável da 
Acetilcolina-  nas concentrações de 1, 10 e  100 µM, permanecendo incubadas em 
estufa úmida contendo 5% de CO2 a  37 ºC durante 4, 8 ou 16 h. Desta forma, 
mediante o estímulo com CCh, as células endoteliais produziram o NO, o qual uma 
vez liberado, difundiu-se no meio de cultura, mantedo-se em contato com as células 
hematopoéticas em suspensão no suporte transwell. Após o período de incubação, as 
células hematopoéticas foram coletadas, lavadas com PBS e submetidas a diferentes 
análises. Como controle as células hematopoéticas foram estimuladas com CCh nas 
mesmas concentrações testadas, entretanto, na ausência da monocamada de células 
endoteliais. O esquema representativo do sistema de cultivo estabelecido está 










3.5.7. Cultura de medula óssea de longa duração (CMOLD) 
 
 Após a extração da medula óssea dos camundongos, as células 
hematopoéticas foram homogeneizadas em 12 mL de meio IMDM e 1 µM de 
hidrocortisona. Após este procedimento, as células foram transferidas para placas de 
Figura 9: Sistema transwell. 
Ilustração esquemática do sistema 
de cultivo estabelecido para o 
estímulo das células hematopoéticas 
in vitro com o NO
●
  produzido pelas 
células endoteliais estimuladas com 
CCh.  
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12 poços e mantidas em estufa úmida contendo 5% de CO2 a 37 ºC, por um período 
de 8 semanas, para a obtenção da monocamada de células estromais. A manutenção 
destas placas foi feita 1 vez por semana, onde o meio de cultura de cada poço foi 
trocado por 1 mL de meio IMDM fresco. Após as 8 semanas de cultivo, com a 
monocamada estromal estabelecida, células c-Kit
+
 purificadas (conforme descrito a 
seguir) e estimuladas previamente no sistema transwell, foram colocadas sobre o 
estroma, e após 7 dias as células não aderentes foram recolhidas e imunofenotipadas 
para a quantificação das populações de CTH e PH, e populações de células 
mielóides maduras, sendo marcadas com anti-Sca-1-PE/Cy7, anti-c-Kit-APC, anti-
Mac-1-PE e anti-Gr-1-FITC. Após 20 min de incubação, as células foram ressupensas 
em 250 µL de PBS para leitura no citômetro de fluxo. Foram adquiridos 200.000 













Figura 10: (Ai-Aii) Imagens representativas da cultura primária de longa duração. (Ai) 
Células com 6 semanas de cultivo, onde ainda podem ser observada grande quantidade de 
unidades formadoras de colônias (     ) e heterogeneidade celular. (Aii) Células com 8 semanas 
de cultivo: heterogeneidade e alta densidade celular, com raras unidades formadoras de colônias. 
As placas de cultivo foram visualizadas em microscópio invertido (TS-100 – Nikon) com objetivas 
de 10x (Abertura numérica: 0,25) e as imagens foram coletadas na câmera de CCD (DS-Fi1 - 
Nikon). (Bi - Biii) Dot Plot representativo da estratégia de análise por citometria de fluxo da 
CMOLD. (Bi) Gráfico de tamanho (FSC) x complexidade (SSC) das células hematopoéticas 
totais. (Bii) Gráficos correspondentes às células mielóides, onde no quadrante superior direito 




e em R1 estão as células duplo negativas para Mac-1 e 

















(PH*). (*) = na ausência 
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3.5.8. Purificação das células c-Kit 
 
Para a purificação das células c-Kit
+
 foi utilizada a fração de células 
mononucleares da medula óssea, obtida conforme descrito no item 3.5.5. Para a 
purificação propriamente dita, utilizou-se o método de seleção positiva pelo sistema 
EasySep
TM
 conforme as instruções do fabricante. Resumidamente, o sistema consiste 
na seleção positiva de células CD117 pela marcação das células com um anticorpo 
conjugado a uma molécula fluorescente, o qual reconhece os epítopos 
correspondentes à molécula de interesse, os quais por sua vez são reconhecidos por 
nanopartículas. A separação das células de interesse (reconhecidas pelo complexo 
anticorpo + nanopartículas) ocorre então quando o tubo com a suspensão de células 
marcadas é inserido em um suporte imantado, ficando estas presas à parede no tubo 
enquanto as demais células permanecem em suspensão e são facilmente 
descartadas. O tubo é então removido, permitindo o desprendimento das células de 
interesse, e sua ressuspensão em PBS (ou meio de cultura). 
Às células c-Kit
+
 purificadas que foram usadas no ensaio de Reação em 
Cadeia da Polimerase tanto em Tempo Real (qRT-PCR), imediatamente após a 
purificação, foi adicionado tampão de lise contidos no respectivo kit de extração de 
RNA (descritos em maiores detalhes mais adiante), e as células foram então 
congeladas a -80 ºC até o momento do uso. 
 
3.5.9. Tratamento com SNAP (in vivo) 
  
Para o estudo in vivo, os animais foram tratados com SNAP, um doador de NO 






 em condições fisiológicas pela quebra da 
ligação S-NO quando na presença de diferentes fatores, calor, luz UV, íons metálicos 
e em especial no caso dos RSNO, de tióis adjacentes (transnitrosação, responsável 
pela função biológica dos RSNO in vivo) (Al-Sa'doni & Ferro, 2000; Richardson & 
Benjamin, 2002; Huerta et al., 2008). O grupo de animais tratados recebeu de 1 a 3 
doses de SNAP, em dias consecutivos via intraperitonial, na concentração de 0,1 
mg/Kg, 0,3 mg/Kg e 1 mg/Kg em volume de 100 µL/dose. Animais controle receberam 
somente o veículo (0,008 % DMSO em PBS) pelo mesmo período de tempo dos 
animais tratados com SNAP.  Aproximadamente 24 h após a última dose, os animais 
foram eutanasiados para a coleta da medula óssea. 
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Para a quantificação do NO
●
 foi utilizada uma técnica de quimioluminescência 
de alta sensibilidade para detecção do NO
●
 na fase gasosa, com uso do aparelho de 
análise NOA 280. Esta técnica foi previamente descrita por Archer (1993) e 
basicamente baseia-se na redução equimolar dos metabólitos estáveis do NO
●
 - o 
nitrito e nitrato - contidos nas amostras, a partir da reação destes com vanádio. Nesta 
reação forma-se o dióxido de nitrogênio que por sua vez reage com ozônio resultando 
na emissão de luz. Os fótons liberados a partir desta reação, na região do espectro 
do infravermelho, são detectados através de tubos fotomultiplicadores do aparelho e 
transformados em sinal elétrico. A leitura destes dados foi processada utilizando o 
software NOAnalysis e os resultados foram fornecidos em µM de nitrito / nitrato. A 
sensibilidade do NOA para a medida do NO
●
 em fase gasosa é de aproximadamente 
1 picomol. A quantificação descrita foi feita no meio de cultura HAM-F12 (no 
sobrenadante) após estímulo das células RAEC no sistema transwell, e também no 
lisado de células hematopoéticas tratadas com SNAP in vivo; neste caso, um grupo 
de animais foi eutanasiado após 40 min e outro após 1h 20 min da administração do 
SNAP e as células totais da medula óssea foram lisadas por sonicação previamente à 
análise quimioluminescente.  
 
3.5.11. Coleta do sangue periférico 
 
A coleta do sangue periférico para quantificação dos números totais de 
hemácias e leucócitos foi feita por punção da veia sinus orbital, utilizando um capilar 
de heparina. Previamente, os animais foram anestesiados topicamente com 1 gota do 
colírio de cloridrato de proparacaína (0,5%). O hemograma foi realizado em um 
analisador hematológico veterinário. 
 
3.5.12. Imunofenotipagem  
 
Após os devidos estímulos ou tratamentos, as células hematopoéticas foram 
imunofenotipadas para a avaliação quantitativa das diferentes populações celulares.  
Para a identificação das células-tronco leucêmicas humanas HL-60 e células-
tronco de cordão umbilical, aproximadamente 1x10
6 
células foram marcadas com 1 
µL de anticorpos conjugados a diferentes fluoróforos, para identificação dos 
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diferentes tipos celulares (Tabela 1) conforme descrito por Tsuji et al. (1999) e Wulf et 
al. (2001). As células maduras foram identificadas com base na expressão dos 
seguintes marcadores mielomonocíticos, CD15-FITC (MMA) e CD11b-PE/Cy7 
(ICRF44).  
 








Para a identificação das células murinas, aproximadamente 10
6
 células por 
amostra foram marcadas com 1 µg/mL (c-Kit e Sca-1) ou 1,5 µg/mL (demais 
marcadores) de anticorpos conjugados a diferentes fluoróforos, para identificação dos 
diferentes tipos celulares (Tabela 2) conforme descrito por Passegue et al. (2005).  
 














Em ensaios cujo interesse se deu na população de células c-Kit
+
 totais 
murinas, foi utilizado apenas o anticorpo anti-c-Kit-APC para reconhecimento de tais 
células. Após a marcação, as células ficaram incubadas por 20 min, lavadas com 
PBS, e ressuspensas com 250 µL de PBS para aquisição dos dados no citômetro de 
fluxo FACS Calibur. Para a identificação de células primitivas, foram adquiridos 
Anticorpos - fluoróforo conjugado (clones) Fenótipos das Populações Celulares Hematopoéticas Murinas
CD90-FITC (Thy1.1) Populações Primitvas











c-Kit-APC (2B8) Células-tronco hematopoéticas (CTH) = Lin-Flk2-CD90LowSca-1+c-Kit+










IL-7R-PE (SB/199) Progenitores de Granulócitos e Macrófagos (PMG) = Lin-IL7-R-Sca-1-c-Kit+CD34+CD16High




























CD16-APC (2.4G2) Progenitores Linfóides (PL) = Lin-IL7RLowSca-1+c-Kit+
IL7R-FITC (A7R34)
Gr-1-FITC (RB6-8C5) Populações Maduras
Mac-1-PECy7 (M1/70) Granulócitos = Mac-1+Gr-1+
Ter-119-APC (TER-119) Eritrócitos = Gr-1-Ter-119+




CD3-APC (145-2C11) Linfócitos B = Gr-1-CD19+B220+
CD19-PECy7 (1D3)
Anticorpos - fluoróforo conjugado (clones) Fenótipos das Populações Celulares Hematopoéticas Humanas
CD38-PE (HIT2) Populações Primitvas
CD33-PE (WM53) * Linhagem negativa (Lin) = CD38 - , CD33 - , CD2 - , CD3 - , CD7 - 
CD2-PE (RPA-2.10)




CD7-PE (eBIO124-D1) Progenitores Hematopoéticos normais (CPH) = CD34+
CD34-APC (581) Células-tronco hematopoéticas leucêmicas (CTL) = Lin-CD34low
Progenitores Hematopoéticos leucêmicas (CPL) = CD34+
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300.000 eventos e para as células maduras 50.000 eventos, número este mantido em 
todos os ensaios realizados. A aquisição das amostras foi feita utilizando o software 
Cell Quest para a aquisição das amostras. Os softwares WinMDI e/ou FlowJo foram 
utilizados para a análise dos dados adquiridos. Para os ensaios de marcação do Ki-
67, ciclo celular, incorporação de BrdU e expressão proteica, o anti-CD90-FITC não 
foi usado na identificação das populações primitivas, devido ao fato da fluorescnência 
destes ser emitida no mesmo canal (FL-1). A estratégia de gate utilizada para a 
seleção das diferentes populações hematopoéticas estudadas, assim como o fenótipo 
de cada uma delas, está representada na Fig. 11. 
 
3.5.13. Ensaio de incorporação de BrdU 
 
Para avaliar o processo de divisão celular das células hematopoéticas, os 
animais receberam doses de 1 mg de BrdU diluído em PBS imediatamente antes de 
receberam a dose de SNAP, durante 1, 2 e 3 dias. O protocolo seguido para 
marcação do BrdU incorporado nas células hematopoéticas para posterior  aquisição 
por citometria de fluxo foi adaptado de Rothaeusler &  Baumgarth (2006). Em linhas 
gerais, 7x10
6
 células por amostra foram separadas para este protocolo. 
Primeiramente foi feita a marcação das células com os anticorpos para identificação 
das populações de CTH e PH. Após a marcação dos antígenos de superfície, as 
células foram fixadas (4% de paraformoldeído e 1% de saponina) por 30 min no gelo, 
em seguida lavadas (0,5% de saponina em tampão HEPES 0,01 M) e 
permeabilizadas (1% de saponina em tampão HEPES 0,01 M) por 10 min. Após nova 
lavagem, a cada amostra foram adicionados 1 mL de meio de congelamento (10% de 
DMSO e 90% de soro fetal bovino), e as células permaneceram congeladas por uma 
período de aproximadamente 16 h a -80 °C. Posteriormente as amostras foram 
descongeladas rapidamente a 37 C e imediatamente lavadas e ressupensas na 
solução de fixação por 10 min no gelo. Após lavagem, as amostras foram incubadas 
com 4U de DNAse (Promega) por 1 h a 37 C . Após a incubação, as células foram 
mais uma vez lavadas e em seguida marcadas com anticorpo secundário anti-BrdU 
conjugado com Alexa Fluor 488 por 40 min. Por fim, as amostras foram ressuspensas 
com 200 µL de PBS para leitura no citômetro de fluxo. 


































Figura 11: Registro típico da análise por citometria de fluxo das populações de células 
hematopoéticas. (A) Gráfico de tamanho (FSC) x complexidade (SSC) das células 
hematopoéticas totais. (B) R1 = células negativas para os marcadores de Lin e positivas para o 
CD90; R2 = PH; R3 = CTH. 
 
(C) R1 = células negativas para Lin; R2 = células positivas para Sca-1 
e negativas para a linhagem madura; R3 = PMG; R4 = PMC; R5 = PEM; (D) R1= células negativas 














localizados no quadrante inferior direito; (F) R1 (I) = células negativas para o 
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3.5.14. Marcação de Ki-67 
 
O índice proliferativo das CTH e PH foi avaliado pela positividade destas 
células ao Ki-67, um marcador biológico cujo pico de expressão protéica se dá nas 
fases G2 e M do ciclo celular sendo, portanto, um excelente indicador da proliferação 
celular (Scholzen & Gerdes, 2000). Para tanto, 2x10
6
 células da medula óssea foram 
fixadas com 2% de paraformoldeído por 20 min, em seguida lavadas com glicina 0,1 
M e permeabilizadas com 0,001% de Triton X-100 por 20 min. Em seguida as células 
foram marcadas com 3 µL do anticorpo Ki-67-FITC juntamente com os anticorpos 
para identificação das populações de CTH e PH. Os dados foram analisados a partir 














 células totais da medula óssea foram fixadas com 2% paraformoldeído 
por 20 min, lavadas com glicina 0,1 M e permeabilizadas com 0,01% de saponina 
também por 20 min. Em seguida, as células foram tratadas com 4 mg/mL de RNase 
por 45 min a 37 °C. Para a marcação do DNA, as células foram incubadas com 1 µM 
de SYTO 16
®
. Em seguida, foi feita a marcação com o coquetel de anticorpos para 
identificação das populações de CTH e HP, e as células foram então ressuspensas 
com 250 µL de PBS para aquisição dos dados por citometria de fluxo.  
 
Figura 12: Histograma representativo da 
quantificação de células positivas para Ki-67. 
A região delimitada com o “marker” M1 refere-se 
às células nas fases G1/G2/M do ciclo celular. O 
histograma foi plotado a partir da seleção das 
populações CTH e PH, conforme mostrado na 
Figura 11. 
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3.5.16. Análise histoquímica (H & E)  
 
 A coloração dos cortes histológicos dos fêmures dos camundongos foi feita 
conforme descrito por De Ciantis et al. (2010). Resumidamente, os fêmures dos 
camundongos foram isolados e limpos para a remoção de resíduos de tecido 
muscular. Em seguida, os fêmures foram imersos em solução de 10% de 
paraformoldeído e PBS por um período mínimo de 24 h para fixação. Posteriormente, 
as peças foram descalcificadas em solução contendo 4% de formalina e 10% de 
EDTA, e então foram inseridas em um molde com parafina líquida. Após o 
endurecimento do bloco de parafina, cortes de aproximadamente 5 µm de espessura 
foram realizados com o auxílio de um micrótomo, os quais foram imediatamente 
colocados sobre lâminas de vidro silanizadas (StarFrost - Sakura). Em seguida, as 
lâminas foram lavadas com xilol e etanol, e imersas por 3 mim uma solução de 
hematoxilina. Após lavagem, as lâminas foram imersas por 10 seg em uma solução 
de carbonato de lítio, e novamente lavadas antes da imersão em solução de eosina. 
As fotomicrografias foram obtidas por uma câmera digital acoplada a um microscópio 
invertido. A visualização foi feita com objetiva seca de 10x (abertura numérica: 0.25).  
 Para a quantificação das células hematopoéticas nos cortes dos fêmures, foi 
utilizado o software Image J (versão 1.47), explorando como recursos  principais: Fast 
Filters´plugin, Ajuste de Brilho/Contraste e de Threshold e a Análise de Partículas 
(para determinar a faixa de tamanho de células a ser quantificada).  
 




 células hematopoéticas em um volume de 100 µL de 
IMDM (após estímulo in vitro com CCh e após tratamento in vivo com SNAP) foram 
misturadas a 1 mL de meio de cultivo semi-sólido de metilcelulose suplementado com 
citocinas e EPO (Methocult M3434). O homogenato foi colocado em placas de          
35 mm, as quais permaneceram em estufa úmida contendo CO2 a 37 ºC pelo período 
de 7 dias. Após este período, colônias mielóides de mais de 50 células 
aproximadamente foram contadas com o auxílio de microscópio invertido, em 
aumento final de 40x. Para células HL-60 e CCU foi utilizado o Methocult H4100 
(meio semi-sólido base para células humanas), ao qual foi adicionado 10 ng/mL de 
GM-CSF.   
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3.5.18. Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qRT-PCR) 
 
Para a análise da expressão dos genes envolvidos com o comprometimento 





 purificadas para a extração de RNA por 
amostra. Resumidamente, o RNA total das células foi isolado usando um kit para 
purificação de RNA (RNeasy Mini Kit) e então o material foi congelado a -80C até o 
momento do uso. O RNA foi quantificado em um espectrofotômetro (Nano Drop), 
sendo a integridade do RNA acessada por eletroforese em gel de agarose (1%). 
Foram utilizados 3 µL de SYBR Safe, o qual foi misturado à agarose para marcação e 
visualização das bandas de RNA sob a luz ultravioleta em cabine luminosa. Somente 
as amostras que apresentaram RNA Íntegro foram utilizadas para a síntese do DNA 
complementar (cDNA). Para esta finalidade, foram utilizados 0,2 µg de RNA total 
extraído das células c-Kit
+
, ao qual foram adicionados 2 µL dNTPs mix (10mM), 1 µL 
Oligo (Dt) 5 µM, e H2O (RNAse free) em volume sufiviente para completar 12 µL, os 
quais foram então colocados em microtubos e levados ao termociclador por 5 min a 
65 C, seguido de ciclo a 4 ºC por tempo indeterminado. Em seguida, a essas 
amostras foram adicionados 4 µL tampão First Strand 5x, 1 µL de RNAse Out 
(40U/µL), 2 µL DTT a 0,1 M, e 1 µL da enzima M-MLV (200U/µl) (compondo um 
volume total de 20 µL), retornando novamente ao termociclador por 50 min a 37 ºC, 
15 min a 70 ºC, seguido de ciclo a 4 C por tempo indeterminado. Completada a 
produção do cDNA, seguiu-se com a amplificação do RNA em tempo real 
propriamente dita, nas seguintes condições:  etapa de desnaturação a 95 ºC por 10 
min, 40 ciclos a 95 ºC por 15 s e 60 ºC por 1 min.  O PCR quantitativo foi realizado no 
Sistema de Detecção de Sequência (7500 Real Time PCR System), utilizando 5 ng 
de cDNA por amostra em TaqMan Master Mix  no volume de 20 µL por reação. A 
determinação da eficiência de amplificação dos primers (relativos aos genes Ikz-3, 
GATA-1, GATA-2, GATA-3, Sfpi-1/PU.1, C/EBPα e NF-E2) foi determinada através da 
curva padrão dos mesmos. A expressão dos genes em estudo foi normalizada pela 
expressão do gene -actina (o gene GAPDH também foi testado, não apresentando 
diferenças) e os resultados foram expressos em valores relativos pelo método de 
comparação do ciclo limiar (2-ΔΔCt), o qual representa o número mínimo de ciclos para 
a amplificação da sequência gênica-alvo presente no RNA de cada amostra.  
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 foram usados como doadores de medula óssea. 
Para tanto, estes animais GFP
+
 foram tratados com 0,1 mg/kg de SNAP por 1 e 3 
dias. Aproximadamente 24 h depois da última dose, ambos os animais GFP
+
 
(tratados e controles) foram eutanasiados, os fêmures coletados e a extração das 
células da medula óssea da cavidade femural feita em condições assépticas, em fluxo 
laminar. 5x10
6
 células dos animais transgênicos foram transplantadas em animais 
C57BL/6 GFP
-
 subletalmente irradiados com dose única (corpo inteiro) de 6 Gy, em 
aparelho de telecobaltoterapia contendo fonte de 
60
Co. Para a obtenção da taxa de 
dose de 0.40 Gy.min
-1
 (Panoskaltsis-Mortari et al., 2000), foi utilizada camada 
semirredutora de 0,8 mm de chumbo. No momento do transplante, os animais 
recipientes de aproximadamente 10 semanas de vida foram anestesiados com uma 
mistura de ketamina e xilasina (135 mg/kg e 15 mg/kg respectivamente) e em seguida 
receberam uma dose de 88 mg de pentabiótico via subcutânea na região dorsal, em 
um volume total de 50 µL de diluente estéril que acompanha o medicamento, e só 
então as células da medula óssea dos animais GFP controle e GFP tratado com 
SNAP foram transplantadas via sinus retro-orbital (Duran-Struuck & Dysko, 2009). 
Após o transplante, os animais foram acondicionados em microisoladores 
previamente autoclavados. A ração, a maravalha e a água também foram 
autoclavadas. Durante uma semana (período critico em que os animais 
imunossuprimidos estão mais susceptíveis a infecções secundárias) e a 
Enrofloxacina de uso veterinário foi mantida na água dos animais como medida 
profilática. Todas estas medidas forma tomadas no intuito de garantir a sobrevida do 
animal. Dois meses após o transplante, os animais recipientes foram eutanasiados e 
as células da medula óssea destes foram coletadas e marcadas com os diferentes 
coquetéis de anticorpos para a identificação das populações de CTH e PH, assim 
com células maduras mielóides e linfóides, determinando a quantidade de células 
GFP
+
 nestas populações.  
 




 células por amostra foram fixadas com 2% paraformoldeído durante 20 
min, lavadas com glicina 0,1 M e permeabilizadas com 0,001% Triton X-100 durante 
15 min. Em seguida foi feita a marcação das células com 4 µg/mL de anticorpos 
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primários fosforilados (p) ou não, durante 2 h, para a identificação das seguintes 
proteínas: p-ERK1/2 (Thr202/Tyr 204), p-Stat5, p-PKCpan, p-p38 (Thr180/Tyr182), p-
Akt (Thr308), p-c-Myc (Thr58/Ser62). PECAM-1, Cx43, Notch-1 e CaR. Após a 
marcação primária, foram utilizados anticorpo secundários anti-IgG de coelho ou de 
cabra conjugados com Alexa Flúor 488 (4 µg/mL) segundo a origem do anticorpo 
primário (anti-cabra: PECAM-1 / anti-camundongo: Notch-1, Cx43 e CaR / anti-
coelho: p-ERK1/2, p-Stat-5, p-PKCpan, p-p38, p-Akt), sendo incubados por 40 min. 
Todos os anticorpos foram diluídos em solução de PBS contento 1% de BSA e 0,05% 
de azida. Em todas as amostras foi colocado o coquetel de anticorpos para o 
reconhecimento da população de CTH.  As análises da fosforilação de proteínas 
foram feitas na população de CTH. As intensidades de fluorescência foram 
quantificadas pela média geométrica (Gm) dos histogramas de cada proteína na 
população de interesse. A autofluorescência e a marcação inespecífica foram 
descontadas de uma amostra marcada com todos os anticorpos secundários na 














 células previamente estimuladas in vitro ou tratadas in vivo, foram 
incubadas com 50 µL de tampão de anexina V, 3 µL de anexina V-FITC e 5 µg/mL de 
7-AAD, permanecendo incubadas durante 20 min protegidas da luz. Em alguns 
casos, foi adicionado o anticorpo anti c-Kit-APC para análise da morte celular apenas 
na população de células c-Kit
+
. Após o período de incubação, as células foram 
lavadas e em seguida ressuspensas com 250 µL de PBS para leitura no citômetro de 
fluxo. 
  
Figura 13: Registro típico do histograma de 
análise de expressão de proteínas por 
citometria de fluxo. A imagem mostra dois 
picos correspondentes à intensidade de 
fluorescência de uma proteína, sendo um dos 
picos relativo à mostra controle e o outro pico 
relativo às mostras estimuladas in vitro e/ou 
tratadas in vivo. A quantificação de cada um dos 
picos foi feito separadamente, dado pela Gm 
dos mesmos.  
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3.5.22. Quantificação das EROs por citometria de fluxo  
 
Para avaliar os níveis de EROs intracelular, foram utilizados o CM-H2DCFDA e 
o DHE. O CM-H2DCFDA se difunde passivamente nas células, tendo seus grupos 
acetato clivados por esterases intracelulares, e a fluorescência proveniente da 
oxidação do produto da reação é detectada no canal FL-1 do citômetro de fluxo. Já o 
DHE, quando internalizado, tem sua hidroetidina desidrogenada em etídio, o qual se 
intercala no DNA, corando de vermelho a cromatina de células vivas, sendo, portanto, 
detectado no canal FL-2. 1x10
6
 células da medula óssea foram incubadas durante 40 
min com 5 µM de CM-H2DCFDA e 1 µM de DHE a 37 ºC sob agitação (300 rpm) e 
protegidas da luz. Após este período as células foram marcadas, ou não, com o 
anticorpo anti-c-Kit e ressupensas em 250 µL de PBS para leitura no citômetro de 
fluxo.  
 




células da medula óssea (totais e c-Kit
+
 purificadas) 
foram marcadas com DCFH e DHE conforme descrito no item 3.5.22., colocadas em 
placas de 35 mm com fundo de vidro. A visualização da fluorescência de ambos os 
marcadores nas células hematopoéticas, foi feita com o auxílio do microscópio de 
fluorescência DM6000/TIRF durante 30 min. Para tanto, após aquisição das 
fluorescências basais (por aproximadamente 1 min), as células foram estimuladas na 
própria placa com 64 µM SNAP. A concentração de SNAP utilizada neste ensaio foi 
equivalente à dose de 0,1 mg/kg de SNAP administrada in vivo. O cálculo da 
concentração de SNAP in vitro foi realizado utilizando o valor de 2 mL como volume 
médio de sangue do camundongos (Hoff, 2000). 
 
3.5.24. Quantificação da atividade das enzimas antioxidantes 
 
De forma a determinar a atividade das enzimas antioxidantes endógenas catalase 
(Cat) e superóxido dismutase (SOD) nas células hematopoéticas, aproximadamente 
1x10
7




 purificadas foram lisadas 
por sonicação em tampão fosfato (100 mM, pH 7.0) e em seguida centrifugadas a 
13.000 rpm por 40 min a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido e separado igualmente 
para a análise das duas enzimas em questão. A atividade da Cat foi quantificada por 
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espectrofotometria de acordo com a metodologia descrita por Adamo et al. (1989). 
Este método baseia-se na reação entre a catalase e o H2O2. O H2O2 é adicionado à 
amostra no momento da análise, sendo que 1 unidade (U) de Cat corresponde à 
quantidade de enzima que hidrolisa 1 µM de H2O2 por minuto a 25°C (D'Almeida et 
al., 1997). A cinética da reação foi avaliada em espectrofotômetro (U2010 – Hitachi) a 
240 nm e 37 ºC, em cubetas de quartzo. Já a avaliação da atividade da SOD foi 
realizada de acordo com a metodologia descrita por Ewing &  Janero (1995). Em 
suma, o método consiste na avaliação do grau de inibição da taxa de redução do azul 
de nitro-tetrazolio (NBT) (cada 50% de redução do NBT corresponde a 1U de SOD). 
A análise da reação foi avaliada em espectrofotômetro (Power Wave XS - Biotek) a 
560 nm e 25 ºC, em microplaca. Para a normalização de ambas as enzimas (Cat e 
SOD) foi utilizado o valor do conteúdo proteico total das amostras, aferido pelo 
método de Bradford, utilizando o Bio-Rad kit conforme instruções do fabricante. 
 
3.5.25. Quantificação da glutationa 
 
 O conteúdo total, reduzido e oxidado da GSH foi quantificado a partir do lisado 
de células totais da medula óssea e c-Kit
+
 conforme metodologia descrita por Pfeiffer 
e colaboradores (1999) para aplicação em cromatografia líquida de alta performance 
(HPLC) com detecção fluorimétrica e eluição isocrática. A quantificação da GSH foi 
dada a partir da interpolação dos dados da curva de calibração (40,6 µM; 81,3 µM; 
162,6 µM; 325,3 µM e 650,6 µM). Na etapa de redução, 50 µL do material lisado foi 
misturado a 60 µL de meio I (PBS, tricarboxi-etil-fosfina 10% e o padrão interno 
cistamina 40 µM), fase que há a redução dos adutos tióis e sua liberação das 
proteínas plasmáticas e teciduais. Na etapa de precipitação das proteínas foram 
adicionados às amostras 100 µL de ácido tricloroacético na proporção de 0,1 g/mL, 
diluído em EDTA 0,1 mM. Em seguida as amostras foram em vórtex por 30 seg e 
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 min. Na etapa de derivatização, 50 µL do 
sobrenadante foi transferido para novos microtubos contendo 185 µL de meio II, 
composto por hidróxido de sódio 1,55 M, tampão borato 0,125 M (pH 9,5, contendo 4 
µM de EDTA) e SBD-F 1 g/L. Após breve agitação, os microtubos foram incubados 
em banho-maria a 60 °C por 1 h. Para a análise no HPLC, foram utilizados 200 µL de 
cada amostra. A separação foi realizada em colunas: uma coluna analítica C18 
modelo Luna - 150 mm x 4,6 mm e micropartículas de 5,0 µm - e uma pré-coluna C18 
modelo Alltech ODS - 30 mm x 3,2 mm e micropartículas de 5,0 µm. A detecção da 
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fluorescência dos compostos, resultante da reação do SBD-F com os grupamentos 
SH disponíveis, foi ajustada para excitação a 385 nm e emissão a 515 nm. A análise 
cromatográfica foi realizada com uma fase móvel composta de tampão acetato de 
sódio 0,06 M, 0,5% de ácido acético (pH 4,7), 2% de metanol e grau cromatográfico 
em um fluxo de 1,1 mL/min. O tempo de retenção foi de 9 minutos para GSH. 
 
3.5.26. Análise estatística 
 
Foi utilizado o teste “t de Student” para comparações entre dois grupos e o 
teste de variância ANOVA, e o teste de Bonferroni como o post-hoc para múltiplas 
comparações. Os valores são apresentados como as médias mais ou menos o erro 
padrão (±SEM). Valores com P < 0,05 foram considerados significantes. As análises 
estatísticas foram feitas utilizou o software Prisma 5. 
 

















4.1. Manuscrito 1: Hydrogen peroxide (H2O2) induces leukemic but not normal 





































































































































































































































































































4.2. Manuscrito 2: Nitric oxide-induced murine hematopoietic stem cell fate 




















Nitric oxide-induced murine hematopoietic stem cell fate involves multiple 
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Running title: Differentiation and proliferation by nitric oxide.  
 
 
Scientific category: Hematopoiesis and Stem cells 
 
 Key Points:  
 
 Endogenous and exogenous nitric oxide regulates hematopoietic stem cells 
fate 
 NO● induces hematopoietic stem cells expansion prior their differentiation to 
the myeloid cells 
 





There are a growing number of reports showing the influence of redox modulation in 
cellular signaling. Although the regulation of hematopoiesis by reactive oxygen 
species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS) has been described, their direct 
participation in the differentiation of hematopoietic stem cells (HSCs) remains unclear. 
In this work, the direct role of nitric oxide (NO), a RNS, in the modulation of 
hematopoiesis was investigated using two sources of NO
●
, one produced by 
endothelial cells stimulated with carbachol in vitro and another using the NO-donor 
SNAP in vivo. Two main NO
●
 effects were observed: proliferation of HSCs - especially 
of the short-term HSCs - and its commitment and terminal differentiation to the 
myeloid lineage. NO-induced proliferation was characterized by the increase in the 
number of cycling HSCs and hematopoietic progenitor cells  positive to BrdU and Ki-
67, upregulation of Notch-1, Cx43, PECAM-1, CaR, ERK1/2, Akt, p38, PKC and c-
Myc. NO-induced HSCs differentiation was  characterized by the increase of 
granulocytic-macrophage progenitors, granulocyte-macrophage colony forming units, 
mature myeloid cells, upregulation of PU.1 and C/EBP genes concomitantly to the 
downregulation of GATA-3 and Ikz-3 genes, activation of Stat5 and downregulation of 
the other analyzed proteins mentioned above. Also, redox status modulation differed 
between proliferation and differentiation responses, which is likely associated with the 
transition of the proliferative to differentiation status. Our findings provide evidence of 
the role of NO
●


















 Recently a new field of study about the biological functions of reactive oxygen 
(ROS) and nitrogen (RNS) species has emerged. These molecules are recognized as 
second messengers that impart a wide range of effects on the body related to aging, 




 Among the RNS, nitric oxide (NO
●
) that is physiologically produced by different 





 is a short-lived free radical of structural simplicity but complex 
chemistry, playing critical roles in autocrine and paracrine signaling for the regulation 




 is endogenously produced by 
a family of NO
●
 synthases located on mammalian cells plasma membrane, through L-
arginine catalysis
4,5
. Aside from endogenous NO
●
, several classes of exogenous NO
●
 
carriers have been developed. These donors are capable of sustained NO
●
 production 
in a predictable estimated dose, such a feature that has been explored as a useful tool 
in studying the biological properties of NO
●
 in cells and in in vivo models
6
. 
 According to the hierarchical model of hematopoiesis, all hematopoietic cells 
are derived from a rare population of hematopoietic stem cells (HSCs)
7
. HSCs reside 
within specific microenvironments, and for years, these have been mainly referred to 
as the endosteal and the perivascular niches
8
. However, different niche models 
continue to emerge
8,9
. The maintenance of quiescent HSCs in the endosteal niche is 
supported by cell-cell interactions with stromal cells and/or interaction with matrix 
elements, which also involve signaling pathways of different molecules such as Notch-
1, Jagged1, Calcium-sensitive Receptor (CaR), Connexin 43 (Cx43), N-cadherin, 
etc
10,11
. The release of HSCs from the endosteum to the vascular niche is mainly 
associated with their myeloid commitment
12,13
. The differentiation process is governed 
by a complex molecular signaling, in which probably the most well established 
regulators are the cytokines
14
. However, other molecules such ATP, vitamins, and 





 can be produced by both endothelial and bone marrow cells in the 
vascular niche
18,19
, in this work, the role of NO
●
 in the modulation of hematopoietic cell 
fate was investigated. To address this issue, the direct effect of NO
●
 from endogenous 
and exogenous sources on hematopoietic cell proliferation and differentiation was 
evaluated.  






 The 3-month-old male C57BL/6 mice used in this study were supplied by 
INFAR/UNIFESP Animal Facility. GFP mice (C57BL/6-Tg(act-EGFP)C14-Y01-
FM131Osb) were purchased from CEDEME/UNIFESP. All experiments were 
approved by the Animal Care Ethics Committee of UNIFESP (1890/09). Mice were 
euthanized by cerebral concussion and the bone marrow was extracted from femoral 
cavity.  
 
Endothelial and hematopoietic cell culture using a transwell system  
 The endothelial cell line of rabbit aorta (kindly provided by Dr. Helena B. 
Nader), were maintained in HAM F-12 (Cultilab, Brazil) medium, supplemented with 
10% fetal bovine serum, in a CO2 humidified incubator at 37°C. A transwell insert 
(Millipore, USA) was added in each well, in which 5  10
6
 bone marrow cells in 
Dulbecco’s modified Iscove's medium (Life Technologies, USA) were placed. To 
induce NO production, endothelial cells were stimulated with carbachol (CCh, Sigma-
Aldrich, Germany)
20
, which diffused through the medium reaching the hematopoietic 
cells in suspension in the transwell insert. As control, hematopoietic cells were 
stimulated with CCh in the absence of endothelial cells monolayer. The diagrammatic 
scheme of the established culture system is shown in Supplemental Figure 1. 
 
Long-term bone marrow culture (LTBMC) 
 LTBMC was established as previously described
21
. In addition, c-Kit
+
 cells from 
bone marrow isolated using EasySep magnetic beads (Stem Cell Technologies, USA) 
following the manufacturer´s instructions, were stimulated with CCh in the transwell 
system and placed above LTBMC stroma, where they remained for seven days. Next, 
non-adherent cells were collected and immunophenotyped by flow cytometry 
(FACSCalibur, Becton Dickinson, USA).  
 
In vivo treatment with SNAP 
 Mice were intraperitoneally treated with 1–3 doses (0.1 mg/kg) of S-nitroso-N-
acetyl-D,L-penicillamine (SNAP, Life Technologies, USA), a NO
●
 donor. Control 
animals received only the vehicle (0.008% DMSO in PBS). 24 h after the last dose, 
the mice were euthanized for bone marrow extraction. 




 To identify the different bone marrow cell populations, 1  10
6
 cells were 
labeled with antibody cocktails (all purchased from Becton Dickinson - USA), as 
detailed in Supplemental Table 1. A total of 300,000 events for primitive populations 
and 50,000 events for mature populations were acquired by flow cytometry. Cell Quest 
software version 3.4 (Becton Dickinson, USA), and FlowJo version 7.6.4 (Tree Star, 
USA) softwares were used for data acquisition and data analysis respectively. The 
flow cytometry strategy used is shown in Supplemental Figure 2. For Ki-67, cell cycle, 
BrdU, and protein expression assays anti-CD90-FITC was not used. 
 
BrdU Assay 
 Control and SNAP-treated mice received a dose of 1 mg of 5-bromo-2′-
deoxyuridine (BrdU, Sigma-Aldrich, Germany) concomitant to the SNAP treatment. 
BrdU labeling on hematopoietic cells was performed as previously described
22
. Data 
acquisition was performed by flow cytometry. 
 
Intracellular proteins and Ki-67 Labeling 
 2  10
6
 bone marrow cells were fixed with 2% paraformaldehyde for 20 min, 
washed with glycine 0.1 M and permeabilized with 0.001% Triton X-100 for 20 min. 
Then, the cells were labeled with 3 µL Ki-67-FITC antibody (Becton Dickinson, USA). 
To label intracellular proteins, cells were incubated for 2 h with the following 
antibodies: p-ERK1/2 (Thr204-202/Tyr), p-Stat5, p-PKCpan, p-p38 (Thr182-180/Tyr), 
p-Akt (Thr308), p-c-Myc (Thr58/Ser62), PECAM-1, Connexin-43 (Cx43), Notch-1 and 
CaR. The antibodies were purchased from Becton Dickinson (USA), Cell Signaling 
(USA), and/or Santa Cruz (USA). Anti-rabbit or goat IgG secondary antibodies 
conjugated with Alexa Fluor 488 (4 mg/mL) were used for at least 40 min. In both 
situations, antibodies for HSC and hematopoietic progenitor (HP) identification by flow 
cytometry were used. Protein analyses were performed by quantification of the 
fluorescence geometric mean (Gm).  
 
Cell cycle analysis 
 2  10
6
 bone marrow cells were fixed and permeabilized as previously 
described, and treated with 4 mg/mL RNase for 45 min at 37°C. For DNA labeling, 
cells were incubated with 1 μM of SYTO 16 (Life Technologies, USA). Finally, the 
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antibody cocktail was used to identify HSC and HP. Data acquisition was performed 
by flow cytometry. 
 
Histochemical analysis 
 Hematoxylin and eosin labeling was performed as described elsewhere
23
. 
Photomicrographs of four sorted regions per femur were obtained using a digital 
camera DS-Fi1 of an inverted microscope (TS-100, Nikon, USA). Visualization was 
performed using a 10 dry objective lens (numerical aperture: 0.25). Femur section 
analysis was performed by the conversion of trabecular and long bone cells into black 
dot plots, which were quantified using Image J software.  
 
CFU Assay  
 2  10
4
 bone marrow cells were mixed with 1 mL of methylcellulose-based 
medium containing recombinant cytokines and erythropoietin (Methocult M3434, Stem 
Cell Technologies, USA). The mixture was placed in 35-mm dishes and cultured in a 
humidified incubator for 7 days. On the end of this period, colonies consisting of more 
than 50 cells were counted using an inverted microscope at 40 magnification. 
 
RNA extraction, cDNA synthesis, and qRT-PCR array 
 Total RNA from c-Kit
+
 cells was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
USA). 0.2 µg of intact RNA was used for cDNA synthesis. RNA amplification in real-
time was performed on the 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems - 
USA) using TaqMan system, following the manufacturer's instructions. Standard 
curves were generated for each primer to check amplification efficiency. The primers 
used were: Ikz -3 (Mm01306721_m1*), GATA-1 (Mm01352636_m1*), GATA-2 
(Mm00492301_m1*), GATA-3 (Mm00484683_m1*), Sfpi-1/PU.1 (Mm00488142_m1*), 
C/EBPα (Mm00514283_s1*), and NF-E2 (Mm00801891_m1*). Gene expression was 
normalized to the housekeeping β-actin gene expression (GAPDH was also tested, 
resulting in no significant differences from β-actin gene expression) and the results 
were expressed in relative values using the cycle threshold (2
-ΔΔCt
). The expression 
levels of the genes of interest were normalized to the control group. 
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Bone marrow reconstitutive assay  
 Transgenic C57BL/6 mice expressing green fluorescent protein (GFP
+
) were 
used as bone marrow donors. These animals were treated with SNAP for 1 and 3 
days. 24 h after the last dose, bone marrow was collected and 5  10
6
 cells of the 
GFP
+
 mice were transplanted via retro-orbital sinus 
24
 into a C57BL/6 wild-type mice, 
which were whole-body irradiated with a single dose of 6 Gy                                     




 in a 
60
Co therapy apparatus Alcyon II (CGR, France) 
previously transplantation. Two months later, bone marrow cells of the recipient mice 
were collected for immunophenotyping by flow cytometry.  
 
Cell viability assessment 
 1  10
6
 cells were incubated with 50 µL of annexin buffer, 3 µL of annexin V-
FITC (Becton Dickinson), and 5 µg/mL of 7-amino-actinomycin D (7-AAD) (Invitrogen, 
USA) for 20 min. In some cases, anti-c-Kit-APC was added. After incubation, cells 
were washed and resuspended in 200 µL of annexin buffer for data acquisition by flow 
cytometer. 
 
Intracellular ROS measurement  
 1  10
6
 bone marrow cells were incubated with 5 µM of 5-(and-6)-chloromethyl-
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester (CM-H2DCFDA) (Life 
Technologies, USA) and 1 µM of dihydroetidium (DHE) (Sigma-Aldrich, Germany) for 
40 min at 37ºC. The c-Kit
+
 population was recognized using the appropriate antibody 
and data acquisition was performed by flow cytometry. For ROS quantification by 
fluorescence microscopy (DM-6000, Leica, Germany), total bone marrow and c-Kit
+
 
cells were labeled with DCFH and DHE and placed into glass bottom plates. Cells 
were stimulated with 64 µM of SNAP (equivalent to the dose of 0.1 mg/kg 
administered in vivo), and the fluorescence of both probes was monitored during 30 
min.  
 
Antioxidant enzymes Quantification 
 Total bone marrow and c-Kit
+
 purified cells were lysed, centrifuged at 300 rpm 
for 40 min at 4°C in phosphate buffer (100 mM, pH 7.0), and the final supernatant was 
subjected to the enzymatic analysis. Catalase (Cat) and superoxide dismutase (SOD) 
activities were measured as described by Adamo et al
26
 and Ewing & Janero
27
, 
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respectively. Total protein content used for data normalization was measured using a 
Bradford Protein Assay Kit (Bio-Rad, USA).  
 
Glutathione assay 
 Glutathione (GSH) content was quantified in total bone marrow lysate as 
previously described
3





 See Supplemental Methodology. 
 
Statistical analysis 
 For data analysis of multiple comparisons among groups, ANOVA and 
Bonferroni’s post-hoc test were performed. Values were expressed as means ± SEM. 
Differences were considered significant when P < 0.05. Prisma 5 software (Graph Pad 
Inc.) was used for the statistical analysis.  





Endogenous NO induces HSCs commitment to the myeloid lineage 
 
 To evaluate the NO
● 
effects, firstly in vitro assays were performed. Bone 
marrow cells were exposed to NO
●
 produced by endothelial cells that were stimulated 
with CCh in the transwell system for 4, 8, and 16 h. The 8 h time was chosen for the 
subsequent experiments based on the significant differences observed in HSC and 
HP populations (data of 4 and 16 h are shown in Supplemental Figure 3). To confirm 
NO
●
 production by endothelial cells, the amount of nitrites and nitrates released into 
the medium after CCh stimulation was measured. A significant increase in NO
●
 
generation was quantified for all CCh concentrations used (Supplemental Figure 4A). 
The control bone marrow cells that were directly stimulated with the same 
concentrations of CCh but in the absence of endothelial cells are shown in Fig. 1A-B. 
However, because no significant alterations among the control groups were observed, 
a single control was used for the subsequent experiments. NO
●
 produced by 
endothelial cells induced a decrease in the percentage of HSCs (Fig. 1A), whereas an 











) as well as 
in their clonogenic capacity were observed after 8 h of stimulation (Supplemental 
Figure 5A-C). Because the duration of CCh stimulation in the transwell system was 
only 8 h, a LTBMC was established to confirm cells differentiation. For this purpose, c-
Kit
+
 cells were previously stimulated with NO
● 
from CCh-stimulated endothelial cells in 
the transwell system, and then were seeded on the pre-established stroma for 7 days. 
NO
●
 produced by endothelial cells induced an increase in HP cells in the LTBMC (Fig. 
1C). Moreover, 10 and 100 µM of CCh stimulation resulted in a 45% increase in the 
myeloid population in the LTBMC (Fig. 1D). To verify if the decreased percentage of 
HSCs occurred through cell death, an annexin/7AA-D assay was conducted. 
However, NO did not induce cell death in both total bone marrow and c-Kit
+
 cells (Fig. 
1E–F), even in the presence of higher ROS levels (Fig. 1G–H).  






Figure 1: NO induces differentiation of HSCs into myeloid cells in vitro. (A-B, E-H) Co-culture 
of bone marrow cells and endothelial cells for 8 h in the transwell system. Endothelial cells were 
stimulated with CCh for NO
●
 production. All data were acquired by flow cytometry. For 
immunophenotyping, cells were labeled with the respective antibody cocktails and data are showed 
as a percentage of the total number of bone marrow cells. (A) Primitive populations: HSC, and HP. 
(B) Myeloid progenitors: GMP, CMP and MEP. (C-D) Immunophenotyping of bone marrow cells 
previously stimulated with CCh in the transwell system and co-cultivated on stroma of the LTBMC 




 cells. (E-F) 


















). (G-H) ROS levels from cells labeled with 5 µM of CM-H2DCFDA. Data from CCh-stimulated 
cells were normalized by DCFH fluorescence Gm of the control group. Data are expressed as the 
mean ± SEM of three independent experiments performed in duplicate. *P < 0.05. ANOVA test.  
 





induces the expansion of HSCs 
 
 After the initial in vitro analysis, the in vivo effects of NO
●
 were evaluated by 
treating mice with SNAP. Treatment effectiveness was confirmed by the elevated 
nitrite and nitrate levels quantified on the total bone marrow cells lysate after SNAP 
administration (Supplemental Figure 4B).  
 On the 3
rd
 day of treatment, the increase percentage of HSCs (Fig. 2A) was an 
indicative of their proliferative response to NO
●
 stimulation. The proliferative state was 
confirmed by the BrdU assay, which showed a maximal BrdU incorporation in HSCs 
on the 1
st
 day of SNAP treatment; HSCs BrdU
+
 increased 58% on the 1
st
 day of 
treatment and progressively decreased during the following days (Fig. 2B). In addition, 
the expression of Ki-67 - a protein exclusively expressed in dividing cells
28
 – in HSCs 
was evaluated, showing the increased HSCs Ki-67
+
 and HP Ki-67
+
 cells by 
approximately 142% and 79%, respectively (Fig. 2C), which was in agreement with 
the findings of the BrdU
+
 assay. Cell cycle analysis showed the exit of HSCs from the 
G0/G1 and their entry into S/G2/M phase on the 1
st
 day of treatment (Fig. 2D), 
corroborating the higher proliferative state of HSCs. Moreover, the proliferative 
response of HSCs led to bone marrow hyperplasia. Histological analysis of trabecular 
and long bone areas showed an increase in cell counts on the 1
st
 day of treatment, 
and a decreasing at the control level on the 3
rd
 day (Fig. 2E).  










































 induces HSCs expansion. Mice were treated intraperitoneally with 0.1 mg/kg of 
SNAP for 1–3 days and then their cells were subjected to various analyses. Cells were labeled with 
the respective antibody cocktails for HSC and HP recognition. (A-D) Flow cytometry analysis. (B-D) 
Cells were fixed and permeabilized prior to antibodies labeling. (A) Percentage of HSCs and HPs 
along the treatment days, n=12. (B) Concomitant to SNAP treatment, mice received 1 mg/dose of 
BrdU, and the percentage of HSCs incorporated with BrdU is shown on the difference of treated 
mice cells in relation to the control, n=4. (C) After SNAP treatment, cells were labeled with Ki-67 to 
identify the percentage of cycling HSCs and HPs, n=6. (D) After permeabilization, cells were 
treated with 4 mg/mL RNase for 45 min at 37°C, prior to labeling with 1 µM SYTO Green, for 
evaluation of HSC and HP cell cycle phases, n=6. (E) Bone marrow cellularity was evaluated in 
femur slices stained with hematoxylin and eosin in trabecular and long bone regions. 
Photomicrographs were taken using a digital camera attached to an inverted microscope and using 
a 10 dry objective lens (numerical aperture: 0.25). Cells were quantified using the Image J 
software. Bar = 200 µm, n=4. Data are expressed as the mean ± SEM of independent experiments. 
*P < 0.05. ANOVA test. 
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Myeloid commitment is induced by NO
●
 
 Although the expansion of HSCs occurred on the 1
st
 day of treatment, 
alterations in the differentiated progeny were only observed on the 3
rd
 day. Both GMP 





were augmented (Fig. 3C), whereas erythroid and lymphocyte populations decreased 
(Fig. 3D). In addition, no significant differences were observed for erythrocyte and 
leukocyte cell counts from peripheral blood (Supplemental Figure 6). To confirm the 
NO-induced differentiation, myeloid CFU assay was performed. The number of CFU-
GM formed from the 3-days-SNAP-treated cells significantly increased, whereas the 
number of colonies of granulocytes (G), macrophages (M), megakaryocytes (GEMM), 
and erythrocytes (BFU) did not significantly change (Fig. 3E), corroborating the 




 Furthermore, the expression of genes related to lymphopoiesis and 
myelopoiesis was quantified. qRT-PCR of c-Kit
+
 purified cells revealed that on the 1
st
 
day of SNAP treatment, except for PU.1 and NF-E2, all the other genes were 
downregulated 0.5-fold (Fig. 3F) by NO
●
, whereas on the 3
rd
 day, upregulation of 
genes associated with myeloid differentiation, such as C/EBP-α and PU.1, was 
observed (Fig. 3Fv,vii), which was concomitant to the decreased expression of GATA-
3 and Ikz-3 (Fig. 3Fiii-iv), both associated with lymphoid differentiation. 
 





Figure 3: NO-induced commitment of HSCs into myeloid progeny involves C/EBPα and PU.1 
upregulation. Mice were treated intraperitoneally with 0.1 mg/kg of SNAP for 1–3 days and then 
their cells were subjected to various analyses. Cells were labeled with the respective antibody 
cocktails for HSC and HP recognition by flow cytometry. Data are shown as the percentage of each 
cell population from the total number of bone marrow cells. (A) Myeloid progenitors, n=12. (B) 
Lymphoid progenitors, n=12. Mature (C) myeloid cells, and (D) lymphoid cells, n=12. (Ei-iii) CFU 
assay performed in methylcellulose medium using 2  10
4
 cells. Colonies consisting of more than 
50 cells were counted in a TS-100 inverted microscope after 7 days of culture, using a 4x dry 
objective lens (numerical aperture: 0.10). (i) Representative images of each type of colony were 
acquired using a digital camera attached to an inverted microscope. Bar = 100 µm,, n=6. (ii) 
Discriminative table of the total number of colonies counted. (iii) Graph showing the increase in the 
number of GM-CFU formed by cells from mice treated for 3 days with SNAP. (F) qRT-PCR 
performed with the RNA from c-Kit
+
 cells using the TaqMan and the 7500 Sequence Detection 
Systems. Expression of genes associated with the commitment of hematopoietic cells to the 
myeloid (PU.1, GATA-1, GATA-2, NF-E2, and C/EBPα) and lymphoid (GATA-3 and Ikz-3) 
progenies was normalized to the -actin housekeeping gene and is represented in relative values 
obtained from the cycle threshold (2
-ΔΔCt
). The expression levels of the genes of interest from the 
SNAP-treated cells were normalized to the control group, n=6. Data are expressed as the mean ± 
SEM of independent experiments. *P < 0.05. ANOVA test. 
                                                                                                                                                     Resultados 
 
78 
In vivo capacity of bone marrow long-term reconstitution is reduced by NO
●
 
 To verify the stemness of HSCs that underwent proliferation under NO
●
 
stimulation, bone marrow reconstitution assay was performed. Bone marrow cells from 
GFP
+
 mice treated for 1 and 3 days with SNAP or not (in this case receiving just the 
vehicle) were transplanted into sub-lethally irradiated non-transgenic recipients. After 
2 months, the quimerism was evaluated. HSC subset from both recipients that 
received SNAP-treated bone marrow cells showed a lower percentage of HSCs, 
whereas HPs remained constant (Fig. 4C), which indicates a reduced long-term 
reconstitutive ability. The formation rate of granulocytes were maintained elevated, 
being higher in the SNAP-3-days-treated group of recipients (Fig. 4B), whereas 






induces a decrease in HSCs long-term repopulation potential. (A) Experimental 
scheme of hematopoietic transplantation cells. Approximately 5  10
6
 cells from transgenic mice 
GFP
+
 that were treated intraperitoneally for 1 and 3 days with SNAP (or not) were transplanted via 
the retro-orbital sinus into sub-lethally-irradiated non-transgenic recipients. After two months, bone 
marrow cells were collected, labeled with antibody cocktails, and immunophenotyped by flow 
cytometry. (B) Percentage of HSCs and HPs GFP
+ 
engrafted in bone marrow after transplantation. 
(C-D) Mature myeloid and lymphoid cells, respectively, generated from the engrafted HSCs. Data 
are expressed as the mean ± SEM of three independent experiments, n=12. *P < 0.05. ANOVA 
test. 
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Signaling pathways involved in NO
● 
effects 
 Expression of proteins that participate in proliferation, differentiation, and 
hematopoietic cell survival
29,30
 were analyzed. On the 1
st
 day of treatment when the 
proliferative state of HSC was augmented, an increased phosphorylation of the 
intracelullar proteins Akt, ERK1/2, p38, PKC, and c-Myc, as well as the upregulation of 
the membrane proteins Notch-1, Cx43, PECAM, and CaR was observed. Moreover, 
on the 3
rd
 day of treatment when HSCs were found differentiated, a decreasing 
phosphorylation of Akt and c-Myc and downregulation of Cx43 and Notch-1 occurred 
in relation to control (Fig. 5). However, comparing the phosphorylation and protein 
expression levels observed in the 3
rd
 in relation to the 1
st
 day, during differentiation 
and proliferation responses respectively, all proteins - except Stat5 (which was 
activate) and PECAM-1 (whose levels were not significantly altered) – were 





Figure 5: SNAP modulates the activation of signaling pathways and expression of proteins 
involved in the proliferation and differentiation of HSCs. Bone marrow cells form mice treated 
intraperitoneally with 0.1 mg/kg of SNAP for 1 and 3 days. Cells were fixed and permeabilized prior 
to primary and secondary (Alexa Fluor 488) antibody labeling (4 µg/mL each) to recognize 
intracellular proteins and surface molecules, together with the antibodies for HSC recognition. Data 
acquisition was performed by flow cytometry. (A) Heat map of the Gm of fluorescence of each 
protein, showing the different expression patterns after SNAP treatment in comparison to the 
control group (black). Increased and decreased phosphorylation/expression ranges from yellow to 
light blue, respectively. Data are expressed as the mean ± SEM of independent experiments, n=6. 
*P < 0.05. ANOVA test. 
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 Due to the NO
●
 characteristic of reactivity with a wide range of molecules
3
 and 
because ROS production can be also induced by SNAP
31
, cellular viability and redox 
status were verified. At the dose of 0.1 mg/kg, SNAP did not confer cytotoxic, either to 
total bone marrow or to c-Kit
+
 cells (Fig. 6A). However, at higher doses of 0.3 and 1 
mg/kg, SNAP induced cell death in the primitive population of c-Kit
+
 cells 
(Supplemental Figure 7).   
 Fluorescent probes to measure ROS (especially H2O2) and superoxide radicals 
generation
32
, were detected microscopically in a real-time system. The data gathered 
from total bone marrow cells are presented in Supplemental Figure 6. SNAP induced 
the generation of ROS and O2
●−
 in both total bone marrow and c-Kit
+
 cells (Fig. 6B-Bi). 
Moreover, flow cytometry analysis showed an increase in O2
●−
 levels in both total 
bone marrow and c-Kit
+
 cells, whereas ROS levels did not change in total bone 
marrow cells and decreased in c-Kit
+
 cells on the 3
rd
 day of treatment (Fig. 6C). 
 Furthermore, antioxidant machinery was evaluated. Cat activity significantly 
increased on the 1
st
 day of SNAP treatment and progressively decreased in c-Kit
+
 
cells (Fig. 6D). SOD activity decreased in total bone marrow cells on the 1
st
 day of 
SNAP treatment (Fig. 6E). Total GSH content increased on the 1
st
 day of SNAP 
treatment (Fig. 6F). In total bone marrow cells, Cat and SOD activity and GSH content 









































Figure 6: The effect of NO
●
 on hematopoietic cell fate also involves the modulation of cell 
redox status. (A, C-F) Mice were intraperitoneally treated with 0.1 mg/kg of SNAP or (B) directly 
stimulated with 64 µM of SNAP on a plate. (A) Cell survival curve of total bone marrow and c-Kit
+
 
cells labeled with annexin-V and 7-AAD, n=6. (B-C) Hematopoietic cells were labeled with 5 µM of 
CM-H2DCFH-DA and 1 µM of DHE to measure ROS (mainly H2O2) and O2
●−
, respectively. (B) 
Changes in ROS generation were detected in real-time during 30 min through fluorescence 
microscopy (Leica) using a 63x oil objective lens (numerical aperture: 1.47). Bar = 40 µm, n=4. (Bi) 
Graph of the fluorescence intensity vs. time. (C) Fluorescence intensity histograms of DHE (red) 
and DCFH-DA (green) of the control (unfilled) and SNAP-3-day-treated group (filled). Unlabeled 
cells are shown in the black filled histogram, n=4. (D-E) Spectrophotometric evaluation of Cat and 
SOD. (F) GSH content was evaluated by HPLC, n=6. Data normalization was based on total 
protein content measured by the Bradford method. Data are expressed as the mean ± SEM of 
independent experiments. *P < 0.05. ANOVA test.  





 Several biological functions of NO
●
 have been described other than its 




 also plays a role as inductor or 
inhibitor of cellular differentiation and mitogenic activity of different cell types
33
. 
 The mechanistic link between NO
●
 and hematopoiesis may involve 
modifications of proteins activity, redox regulation, and resetting gene expression 
patterns in the cell by activating multiple signaling pathways
34
. Some reports describe 
distinct NO
●
 roles in the modulation of hematopoietic system. During embryogenesis, 
NO
●
 regulates the establishment of the vascular niche and HSCs production
35
. In adult 
organism, NO
●
 is necessary for human CD34
+
 cells differentiation into dendritic cells
36
 
as well as for HSCs commitment during megakaryopoiesis
37
. Although NO-induced 
proliferation has been demonstrated by exogenous NO
●
 stimulation in many cells
38
, in 
the hematopoietic system, previous findings have described the role of endogenous 
(not exogenous) NO
●
 in the inhibition of HSCs expansion
34
. In this study, two sources 
of NO
●
 were used: one produced by endothelial cells stimulated with CCh and another 
donated by SNAP. The in vitro effects of NO
●
 using CCh were verified in short (8 h) 
and long-term culture systems (Dexter), whereas the in vivo effects were observed in 
mice treated with SNAP. Using these models for NO
●
 production in the current study, 
we have clearly verified the proliferative effect of HSCs and subsequently their 
differentiation to the myeloid lineage. 
 The first response produced by NO
●
 was the increased percentage of HSCs 
and HPs in vivo. The proliferative status of HSC and HP populations were 
corroborated on the results of BrdU, Ki-67, and cell cycle assays, which showed the 
high proliferative status of HSCs on the 1
st
 day of treatment,that led to a significant 
increase in HSC and HP populations on the 3
rd
 day of treatment, probably due to the 
accumulation of short-term HSCs (ST-HSCs) and other progenitors in the bone 
marrow. The scenario of increased HSCs NO-induced proliferation on the 1
st
 day of 
treatment was accompanied by Akt, ERK1/2, p38, PKC, and c-Myc activation, which 
are proteins related to proliferation and/or differentiation
29,39-41
. Moreover, the 
upregulation of the membrane proteins Notch-1, CaR, and PECAM-1 that are mostly 
involved in the maintenance of HSCs in the endosteal
42,8
 and vascular niches
43
, as 
well as Cx43, which is highly expressed in HSCs and is downregulated during their 
differentiation
44
, were also upregulated. In vitro, the proliferative effect of NO
●
 
stimulation was not observed probably because of the short time of culture or even 
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due to the presence of other intrinsic factors such as ATP and cytokines, which 
possess different roles in HSC modulation
21,40,45
. 
 The differentiation process was observed in vitro and in vivo. NO
●
 derived from 
endothelial cells induced the myeloid commitment, which in turn resulted in HSCs 
percentage decreasing and GMP population increasing. Similarly, HPs percentage 





vivo, the differentiation was observed on the 3
th
 day of SNAP treatment through the 
increase of GMP popoulation, CFU-GM and mature myeloid cells, with the activation 
of genes associated to myelopoiesis such as PU.1 and C/EBP. Furthermore, HSCs 
capability to reconstitute bone marrow for long-periods in lethally-irradiated recipient 
mice, which is an important feature of the undifferentiated state
46
, was altered. HSCs 
from SNAP-treated mice were capable of generating multilineage progeny; however, 
the number of HSCs was reduced after 2 months, indicating the decreased plasticity 
of the most primitive HSCs (prevalence of ST-HSCs over LT-HSCs), which was 





), showing that even after transplantation, myeloid 
differentiation still occurs in a preferentially fashion in response to NO
●
. An analogous 
effect was observed with other signaling molecules such as ATP that results in rapid 
hematopoietic cells proliferation and differentiation
21
. This cellular scenario of 
differentiation was accompanied by the activation of Stat-5, whereas Cx43 and, Notch-
1 expression, as well as Akt and c-Myc phosphorylation decreased (in comparison to 




 days of SNAP 
treatment, all proteins (except Stat5 and PECAM-1) were downregulated. These data 
demonstrate the dynamic cooperation of multiple signaling pathways in the promotion 
of expansion and differentiation of HSCs under NO
●
 stimulation. 
 Several reports have shown that proliferation and differentiation in 
hematopoiesis are linked. For instansce, cycling HSCs show a reduced engraftment 
potential when exit the G0 phase
7
. Cytokines such as IL-3, GM-CSF, G-CSF, and M-
CSF promote proliferation and differentiation in vitro without reduce the HSC pool
21,40
. 
Another factor that seems to be related to hematopoietic cell differentiation is ROS 
generation. The endosteal niche where most of the HSCs remains quiescent, display 
low levels of ROS, whereas closer to vascular niche, where HSCs possess great 
proliferation and differentiation activity, ROS levels are higher
47
. Also, it is in the 
vascular niche that NO
●
 is physiologically produced by endothelial cells
18,19,48
. In 
addition, cytokine-induced ROS generation has been implicated in G1 to S 
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progression, which involves the Jak2 and Stat5, as well as the PI3K/Akt and 
Ras/Mek/ERK signaling pathways
49
. In this study, we observed that during the HSCs 
proliferative response, there was an increase in ROS generation and a concomitant 
modulation of antioxidant enzymes, which might have cooperated in the achievement 
of a redox steady-state during HSCs differentiation. However, NO
●
 by itself is capable 
of negatively or positively modulating the hematopoietic system, depending on its 
mode of action
34,38,50
. The importance of a greater understanding on how NO
●
 and 
other molecules regulate hematopoiesis relies on the fact that this knowledge may 
give rise to new therapeutic strategies for hematological disorders where the 
enhancement of proliferation and/or the differentiation of HSCs are desirable, e.g. in 
cases of medullar aplasia, immunosuppression or previously to bone marrow ablation. 
In summary, as shown in Figure 7, it was observed that the exogenous NO
●
 
donated by SNAP results in HSCs proliferation in vivo, through the increasing of ST-
HSCs and hematopoietic progenitor cells.  In addition, NO
●
 produced by endothelial 
cells and also by SNAP, induces the commitment and differentiation of HSCs to the 
myeloid progeny giving rise to mature granulocytes, which was characterized by the 
up and downregulation of PU.1, C/EBP and GATA-3,  Ikz-3 genes respectively, 
which also at the protein level involved Stat5 activation and the downregulation of 
Notch-1, Cx43, CaR, ERK1/2, Akt, p38, PKC and c-Myc in relation to their 
activation/expression pattern observed during the proliferative response. Also, the 
modulation of the intracelular redox system in elevated ROS circumstances was 
distinctly during proliferation and differentiation of HSCs, which suggests the role of 
the intracellular redox status in the transition of HSCs responses upon NO
● 
stimuli. 
The mechanisms through which NO
●
 exerts its roles determining whether the NO-
dependent effects occurs by the classical activation of cyclic guanylate 
monophosphate or by protein modifications such as S-nitrosylation or tyrosine nitration 
remain to be investigated. 


































Figure 7: Schematic representation of the effects of NO
●
 on hematopoeisis. (A) SNAP 
treatment induces the proliferation of HSCs, which generates ST-HSC and hematopoietic 
progenitors. The phosphorylation and expression of important proteins that regulate hematopoiesis 
are upregulated (). Increased ROS levels are also accompanied by antioxidant regulation, 
involving the increase of Cat activity and GSH levels, and the reduction in SOD activity. (B) SNAP 
treatment for 3 days in vivo, as well as NO
●
 generated from endothelial cells that were stimulated 
by CCh in vitro induces the commitment of HSC and progenitor cells into GMP, leading to terminal 
differentiation into the myeloid lineage, which is transcriptionally regulated on the overexpression of 
myeloid proteins (PU.1 and C/EBP) and the downregulation of lymphoid genes (GATA-3 and Ikz-
3). In addition, downregulation () of Akt, ERK1/2, p38, PKC, c-Myc, Notch-1, CaR, and Cx43 
proteins occurs, but p-Stat5 is phosphorylated () and PECAM-1 expression remains unchanged in 
relation to its levels on the 1
st
 day of treatment during the HSCs proliferative response. ROS and 
antioxidant molecules level returned to baseline conditions (similar to control), whereas O2
●−
 levels 
remained elevated. In summary, our data demonstrate NO
●
 ability to trigger the HSCs output from 
quiescence to active cycling state followed by their differentiation, and also indicates the signaling 
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Nitric Oxide measurement 
High-sensitivity chemiluminescence technique using a NOA
TM
 280 apparatus 
(Sievers Instruments) was conducted to measure NO
●
 content. This method has been 
previously described in detail
51
. It is essentially based on the equimolar reduction of 
the stable NO
●
 metabolites, nitrate and nitrite, and their reaction with vanadium. Data 
reading was processed using the “software” NOAnalysisTM and the results are 
provided in µM of nitrite/nitrate. NO
●
 measurement was done in HAM-F12 culture 
medium (cell supernatant) after endothelial cell stimulation with CCh in the transwell 
system, and also in the lysate of hematopoietic cells treated with SNAP in vivo. For 
this purpose, one group of animals was euthanized after 40 min, and another group 
after 1 h 20 min of SNAP administration. 
 
Peripheral blood collection  
Collection of peripheral blood for measurement of the total number of red and 
white cells was conducted by puncturing the orbital sinus vein using a heparin 
capillary (Perfecta). Previously, animals were anesthetized topically with 1 single drop 
of proparacaine hydrochloride 0.5% (Anestalcon®, Alcon Laboratories Ltda Brazil). 
Blood counts were performed using a veterinary hematology analyzer (HORIBA ABX 
Micros-Vet). 
 
















Figure S1: Schematic illustration of the cell culture established for NO
●
 production in a 
transwell system. After the establishment of the monolayer of RAEC endothelial cells, a transwell 
insert (0.45 µM of porosity) was fitted on the well and a suspension of total bone marrow cells was 
added in the insert. Endothelial cells were stimulated with CCh to produce NO
●
 that spread across 
the medium, reaching hematopoietic cells in suspension. 







Figure S2: Typical record of flow cytometry analysis of hematopoietic cell populations. (A) 
Graph of forward scatter  side scatter of total bone marrow cells. (B) R1 = negative cells for Lin 
markers (*) and positive for CD90; R2 = HP cells; R3 = HSC. (C) R1 = Lin negative cells; R2 = cells 
negative to Lin and positive to Sca-1; R3 = GMP; R4 = CMP; R5 = MEP. (D) R1 = cells negative to 




 located in the upper 




 cells, located in the lower right quadrant; (F) R1 (I) = cells 











(*) Lin = CD3, Ter-119, B220, Mac-1, Gr-1. Phenotype populations are shown in Supplemental 
Table 1.  






Figure S3: Alterations in hematopoietic populations under CCh stimulation in vitro. 
Hematopoietic cells were stimulated with NO
●
 (that was generated by endothelial cells in the 
transwell system at different times) prior to immunophenotyping. (A, C, E, G) Alterations induced 
after 4 h and (B, D, F, H) 16 h of CCh stimulation in (A-B) stem and progenitor cells, (C-D) Myeloid 
progenitors, mature (E-F) myeloid and (G-H) lymphoid cells, respectively. Data are expressed as 
the mean ± SEM of three independent experiments performed in duplicate. *P < 0.05. ANOVA test.  
 
 










production in both systems of stimulation: In vitro and in vivo. NO amounts 
were quantified using a NOA Analyzer that reconverts nitrates and nitrites into the NO gas form. (A) 
All the concentrations of CCh tested (1 to 100 µM), resulted in the significant generation of NO by 
endothelial cells. (B) Also, following SNAP intraperitoneal injection in vivo, a significant increase in 
the level of NO in the bone marrow was detected 80 min after administration. Data are expressed 









Figure S5: Mature lineage was not affected by NO
●
 in the short–term culture. Hematopoietic 
cells were stimulated with NO
●
 that was generated by endothelial cells in the transwell system for 8 
h prior to immunophenotyping and CFU analyses. Myeloid (A) and lymphoid (B) mature cells 
stimulated in vitro were not affected. (C) CFU assay revealed that CCh did not induce changes in 
the clonogenic capacity of bone marrow cells. Data are expressed as the mean ± SEM of three 
independent experiments performed in duplicate. *P < 0.05. ANOVA test. 
 
 





















Figure S6: Blood counts were not altered by NO
●
. Hemogram blood test of control and SNAP-
treated mice showed no significant changes in leukocyte and erythrocyte numbers. Data are 

























Figure S7: Evaluation of SNAP cytotoxicity in vivo. Mice were intraperitoneally treated with 
different doses of SNAP for 3 days, and cells were labeled with annexin-V and 7-AAD to verify the 
viability of the c-Kit
+
 cells. The 0.3 mg/kg and 1 mg/kg doses of SNAP induced a 20% decrease in 
cell viability. Most of the dyed cells were annexin-V and 7-AAD double-positive (necrotic and/or 
apoptotic cells). Data are expressed as the mean ± SEM of independent experiments, n=8.*P < 




















































Figure S8: Analysis of NO-induced redox modulation in total bone marrow cells. (A) Cells 
were directly stimulated with 64 µM of SNAP on a plate. (B-E) Mice were intraperitoneally treated 
with 0.1 mg/Kg of SNAP. (A-B) Hematopoietic cells were labelled with 5 µM of CM-H2DCFH-DA 
and 1 µM of DHE to measure ROS (mainly H2O2) and O2●- respectively. (A) Changes in ROS 
generation were detected in real time for 30 min in a fluorescence microscopy (Leica) using 63x oil 
objective lens (numerical aperture: 1.47), Bar = 40 µm, n=4. (Ai) Graph of fluorescence intensity 
vs. time. (B) Fluorescence intensity histograms of DHE (red) and DCFH-DA (green) of control 
(unfilled) and SNAP-3-days-treated group (filled). Unlabeled cells are shown in black filled 
histogram, n=4. (C-D) Spectrophotometric evaluation of Cat and SOD. (E) GSH content was 
evaluated by HPLC, n=6. Data normalization was based on total protein content, measure by the 
Bradford method. Data are expressed as the mean ± SEM of independent experiments. * p<0.05. 
ANOVA test.  
 






Antibodies - conjugated fluorophore (clones) Populations Designation and Phenotype
CD90-FITC (Thy1.1) Primitve Populations











c-Kit-APC (2B8) Hematopoietic stem cells (HSC) = Lin-Flk2-CD90LowSca-1+c-Kit+










IL-7R-PE (SB/199) Granulocytes/Macrophages progenitors (GMP) = Lin-IL7-R-Sca-1-c-Kit+CD34+CD16High




























CD16-APC (2.4G2) Lymphoid progenitors (LP) = Lin-IL7RLowSca-1+c-Kit+
IL7R-FITC (A7R34)
Gr-1-FITC (RB6-8C5) Mature Populations
Mac-1-PECy7 (M1/70) Granulocytes = Mac-1+Gr-1+
Ter-119-APC (TER-119) Erythrocytes = Gr-1-Ter-119+




CD3-APC (145-2C11) B lymphocytes = Gr-1-CD19+B220+
CD19-PECy7 (1D3)  
 
Table 1: List of antibodies used and populations phenotype. The left side shows all the 
antibodies used in this study, and its respective clones are listed. The right side shows the 









 5.1. Quanto aos achados relativos aos efeitos do H2O2 na hematopoese 
 
As diferenças bioquímicas entre células normais e tumorais relacionadas ao 
conteúdo intrínseco de EROs (principalmente de H2O2) oferecem duas estratégias 
opostas no tratamento do câncer: diminuição ou aumento das EROs. A primeira é 
fundamentada no fato das EROs estarem envolvidas na iniciação do câncer, 
favorecendo a proliferação destas células, de forma que neste quadro a abordagem 
terapêutica com o uso de antioxidantes parece ser a mais adequada. Entretanto, uma 
vez que as células se tornam malignas, o tratamento antioxidante poderia aliviá-las do 
estresse oxidativo ou diminuir a ação antitumoral da terapia tradicional. Por outro 
lado, a estratégia do aumento dos níveis de EROs está fundamentada na hipótese de 
que as células tumorais seriam mais sensíveis à morte pelo aumento adicional de 
EROs uma vez elas comumente apresentam níveis mais elevados de EROs 
endógenas em relação às células normais (Sardina et al., 2012).  
Em geral, tanto a quimioterapia quanto as terapias envolvendo radiação 
ionizante resultam no aumento de EROs, depleção de antioxidantes endógenos 
plasmáticos e/ou teciduais causando o desequilíbrio na homeostase do sistema 
redox. Ainda, enquanto a geração de EROs pode mediar a apoptose das células 
tumorais, ela também é considerada um efeito adverso pois pode levar à citotoxidade 
da medula óssea. Efeito este relacionado com a inabilidade das drogas em agir de 
forma diferenciada nas células tumorais e normais, o que configura o grande desafio 
da eficácia dos tratamentos (Grek et al., 2011).  
Enquanto os achados com relação aos efeitos das EROs nas células primitivas 
são ainda contraditórios, ora mostrando por exemplo, a expansão de células 
primitivas CD34
+ 
mediada por antioxidantes (Fan et al., 2008), ora a indução da 
proliferação destas células mediada por EROs (Ko et al., 2012), no presente estudo 
foi mostrado que células normais e células leucêmicas respondem diferentemente ao 
H2O2 no que tange à diferenciação e sobrevivência celular, em um processo mediado 
pela ativação da Akt, sendo as células leucêmicas mais sensíveis ao aumento 
induzido de H2O2. Este achado vai de encontro à hipótese proposta por Sardina et al. 
(2012) descrita acima, e pode ser melhor estudado e explorado de forma a contribuir 
para o desenvolvimento de terapias redox em favor de pacientes com síndromes 
mielodisplásicas.  
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5.2 Quanto aos achados relativos aos efeitos do NO na hematopoese 
 
Adicionalmente, no presente estudo foi visto que a proliferação das CTHs 
induzida pelo NO
●
 in vivo é frequência-estímulo dependente, uma vez que a 
exposição contínua ao NO
●
 resulta na diferenciação das CTHs em sua progênie 
madura, mais especificamente em células mielóides. A diminuição de eritrócitos 
observada pode ter relação com a habilidade do NO
●
 (derivado de doadores 
exógenos) em induzir a diminuição da transcrição de β-globina (Chenais et al., 1999) 
que, consequentemente, leva ao aumento no conteúdo de α-globina, a qual por sua 
vez, forma tetrâmeros que precipitam e danificam os precursores eritróides e 
eritrócitos maduros (Yu et al., 2007). Com relação aos linfócitos, sabe-se que o NO
●
 
gerado pelas NOS endogenamente regulam o desenvolvimento, a diferenciação e a 
função de células T, B e NK, sendo que grande parte dos estudos mostram que o 
NO
●
 induz a imunossupressão via inibição da proliferação de células T (Bogdan, 
2011). Entretanto neste trabalho, dentre as populações linfocíticas avaliadas, 
observou-se a diminuição de células B sob o estímulo com NO
●
 doado por SNAP.  
Apesar das diferentes fontes de NO
●
 utilizadas, a não ocorrência da 
proliferação das CTHs in vitro neste estudo pode ser atribuída ao diferente 
microambiente celular, visto que in vivo a dinâmica comunicação entre as CTHs e seu 
nicho viabiliza a interação destas células com outras células e moléculas (não 
presentes no sistema in vitro) reconhecidamente importantes para a manutenção e 
direcionamento do destino das CTHs. 
Além da regulação transcricional para repressão da linhagem linfóide e a 
prevalência da diferenciação terminal mielóide induzida pelo NO
●
, é importante 
destacar a repressão de NF-E2, GATA-1 e GATA-2, uma vez que estão envolvidos na 
especificação de megacariócitos e eritrócitos (Vannucchi et al., 2000), tipos celulares 
estes que não foram regulados positivamente pelo NO
●
. Ao contrário disto houve a 
formação de granulócitos, cuja especificação está relacionada com o aumento da 
expressão de PU.1 e C/EBPα (Hohaus et al., 1995; Krumsiek et al., 2011). Além 
disso, o aumento da expressão de C/EBPα na diferenciação induzida pelo NO● 
parece ter relação com a diminuição de c-Myc avaliada em nível pós-transcricional, 
visto que a c-Myc regula negativamente o C/EBPα (Valledor et al., 1998). 
A diminuição de CTHs na medula óssea observada após 2 meses da 
realização a ablação medular e do transplante de células hematopoéticas de animais 
tratados com SNAP poderia ser decorrente da presença de CTHs defectivas (efeito 
este induzido pelo NO
●
), entretanto, dado o percentual de “pega” das células 
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transplantadas o qual foi similar ao controle, somado à contínua geração de células 
maduras provenientes das CTHs transplantadas, esta possibilidade pode ser 
descartada e a diminuição das CTHs é explicada em função da presença de CTH-CD, 
cujo turnover é mais acelerado do que uma CTH-LD. E possivelmente, em um 
período de avaliação maior, o pool de CTHs provenientes dos animais tratados com 
NO
●
 viesse chegar à exaustão. 
Além do conhecido papel das citocinas na ativação das cascatas de 
sinalização para sobrevivência, proliferação e diferenciação (Arai et al., 1990; 
Valledor et al., 1998; Geest& Coffer, 2009; Oh & Kwon, 2010), a ativação da via da 
PI3K/Akt/mTOR e da MAPK tem sido observada sob o efeito do NO
●
 na estabilização 
do fator induzido por hipóxia-1 (HIF-1), via S-nitrosilação deste fator (Li et al., 2007), 
mecanismo este relacionado com a regulação da eritropoese murina (Sakoda et al., 
2011). Este mesmo mecanismo de ação do NO
●
, tem sido descrito para outros tipos 
celulares, como é o caso do fungo Paracoccidioides brasilienses, cuja proliferação é 
mediada pela S-nitrosilação de Ras, provavelmente em seu resíduo de Cys123 em 
resposta à baixas concentrações de NO2 e também de H2O2 in vitro (Haniu et al., 
2013). Efeito similar foi observado na proliferação de células endoteliais (RAEC) 
mediada pela S-nitrosilação da Ras p21, em seu resíduo de Cys118 em resposta ao 
NO
●
 doado por SNAP (Oliveira et al., 2008). A S-nitrosilação também tem sido 
relatada como um mecanismo indutor da diferenciação de células mesenquimais 
(Caplan, 2013).  
Com base nestes e em vários outros recentes achados da literatura, é 
plausível considerar que as modificações no estado de ativação e/ou expressão das 
diferentes proteínas avaliadas no presente estudo tenham sido mediadas pela 
nitrosilação destas, especialmente pelo fato de que a S-nitrosilação de proteínas é um 
processo reversível (Gould et al., 2013), o que poderia explicar o aumento da 
ativação das proteínas de sinalização observado na resposta proliferativa ao NO
●
 e a 
diminuição da atividade/expressão destas durante a diferenciação das HSCs. 
Entretanto a via canônica de ativação proteica mediada pela ligação do NO
●
 à 
guanilato ciclase solúvel (Murad, 2006) não deve ser descartada.  
A regulação redox é um processo de alta complexidade nos organismos. 
Estudos anteriores mostram que o NO
●
 medeia a sobrevivência celular (inibindo a 
apoptose) ao mesmo tempo em que induz a proliferação de células endoteliais 
(Murohara et al., 1998; Cooke, 2003). Entretanto o NO
●
 pode reagir com o O2
− 
(produzido na cadeia respiratória da mitocôndria) formando o ONOO
●
, um potente 
agente oxidante e nitrosante implicado em diversos processos biológicos (Kamat, 
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2006). No presente estudo, observou-se que as células totais da medula óssea se 
distinguem das células primitivas no que se refere à regulação redox. Embora a 
geração de EROs tenha sido aumentada pelo tratamento com SNAP in vivo, os 
mecanismos antioxidantes endógenos das células hematopoéticas parecem ter 
atuado em resposta ao aumento de EROs para conter um possível dano oxidativo 
letal, garantindo desta forma a viabilidade celular. Nas células totais da medula 
óssea, a Cat parece ter exercido importante papel na detoxificação do H2O2, 
resultando na diminuição da atividade da Cat ao longo dos dias de tratamento. 
Entretanto, há de ser considerado que para a Cat exercer seu papel na detoxificação 
do H2O2, primeiramente é necessário que a SOD exerça sua função na 
desprotonação enzimática do O2
●- 
formando H2O2 (Groves, 1999). Deste ponto de 
vista, é plausível afirmar que ambas, Cat e SOD, foram responsáveis pela proteção 
das células totais da medula óssea, e ainda que, possivelmente tenha ocorrido a 
super-regulação da SOD em nível transcricional para que o nível de SOD fosse 
mantido em equilíbrio (tomando como base os níveis encontrados no grupo controle) 
ao mesmo tempo em que a enzima exercia seu papel catalítico na dismutação do  
O2
●-
. A permanência dos níveis aumentados de O2
●- 
possivelmente induziu a 
formação de ONOO
●




 (cuja taxa de reação é mais 
elevada em comparação com a taxa de reação do O2
●
 com outras moléculas) mas em 
nível tal que foi insuficiente para desencadear dano oxidativo, uma vez que a 
viabilidade celular não foi alterada. 
Diferentemente nas células primitivas da medula óssea (c-Kit
+
), as maiores 
alterações ocorreram concomitantes à resposta proliferativa induzida pelo NO
●
, 
sugerindo a existência de uma relação entre a modulação do sistema antioxidante 
endógeno e o destino das células hematopoéticas não diferenciadas. Inicialmente o 
tratamento com SNAP levou ao aumento dos níveis de O2
●-
, assim como da atividade 
da SOD, Cat e dos níveis de GSH e resultou na diminuição dos níveis de H2O2. 
Dentro da vasta complexidade de reações de oxidação e redução, sugere-se que o 
aumento dos níveis de O2
●- 
tenha ocorrido em resposta à diminuição da SOD, 
inclusive porque concomitante à diminuição de H2O2 ocorreu o aumento da atividade 
da Cat, indicando que o O2
●- 
não estava sendo dismutado pela SOD; assim, sem 
aumento na formação H2O2, a disponibilidade da Cat foi maior. Em paralelo, o 
conteúdo da GSH aumentou, possivelmente em resposta ao aumento de ONOO
● 
de 
forma similar ao ocorrido nas células totais da medula óssea. A capacidade 
antioxidante da GSH dada pela razão das moléculas de GSH reduzidas e oxidadas, 
também foi melhorada durante a resposta proliferativa, sugerindo que a GSH teve 
                                                                                                                                              Considerações 
 
101 
papel fundamental na proteção das células hematopoéticas primitivas, onde atuou 
como captadora dos peróxidos orgânicos convertendo o ONOO
●
 em água e álcool 
durante sua oxidação (Chaudiere & Ferrari-Iliou, 1999). Além disso, a diminuição da 
atividade da Cat no terceiro dia de tratamento com relação ao primeiro dia, 
concomitante à sustentada diminuição dos níveis de H2O2 e da normalização do 
conteúdo de GSH (em relação ao controle) pode ser explicada pela característica da 
GSH em competir com o H2O2 como substrato, habilidade esta que é considerada a 
maior fonte de proteção contra baixos níveis de estresse oxidativo (Chaudiere & 
Ferrari-Iliou, 1999). 
Em suma, foi visto que o NO
● 
induz a diferenciação preferencialmente 
mielóide, e também atua na expansão do pool de CTHs in vivo, respostas estas que 
envolvem não somente a modulação do sistema antioxidante endógeno mediante o 
aumento na geração das EROs, como também a regulação de fatores de transcrição, 
ativação de diferentes vias de sinalização e aumento da expressão de receptores de 
superfície relacionados à comunicação das CTHs com o nicho hematopoético. Este 
panorama de proteínas de sinalização moduladas pelo NO
●
 nas células 
hematopoéticas, pode ser explorado futuramente como um ponto de partida para 
análises mais aprofundadas das vias de sinalização específicas envolvidas nos 
efeitos desencadeados pelo NO
●
 na hematopoese. Coletivamente estes dados 
sugerem que o NO
●
 pode ser usado como um adjuvante no tratamento de desordens 
hematológicas, onde o aumento da proliferação de CTHs e/ou sua diferenciação 
sejam desejáveis. 
 
5.3 Considerações finais 
 
Independentemente do tipo de espécie reativa, seja ela de oxigênio ou 
nitrogênio, é fato que o malefício ou benefício a elas associado está diretamente 
relacionado com a concentração em que se encontram no microambiente celular, 
podendo causar a morte ou atuar como propulsores de respostas biológicas variadas 
como proliferação, diferenciação, migração celular entre outros (Scandalios, 
2005;Bjelakovic et al., 2007). Neste contexto, também devem ser levados em 
consideração os níveis endógenos de EROs e ERNs que podem se diferenciar entre 
tipos celulares e/ou entre condições celulares normais e patológicas, levando a 
respostas celulares diferenciadas (Bjelakovic et al., 2007; Piccoli et al., 2007). As 
CTHs possuem um singular mecanismo para lidar com as EROs acumuladas, o qual 
envolve o aumento das defesas antioxidantes direcionando desta forma o 
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crescimento e a diferenciação celular (Jang & Sharkis, 2007). E, se por um lado as 
células hematopoéticas parecem ser vulneráveis às alterações oxidativas podendo 
desencadear determinadas malignidades (Ghaffari, 2008), por outro sua presença 
parece ser essencial para o processo de migração e alojamento de células 
hematopoéticas transplantadas na medula óssea após ablação da medular 
(Lewandowski et al., 2010).  
Dentro do amplo cenário de respostas celulares difusas e algumas vezes 
contraditórias, assim como a clara necessidade de um maior entendimento do papel 
das EROs e ERNs nos diferentes sistemas biológicos e dos mecanismos envolvidos 
nas respostas por eles desencadeadas, neste trabalho foram avaliados e discutidos 
os efeitos do H2O2 (Bjelakovic et al., 2007; Piccoli et al., 2007) e do NO
●
 na 
modulação da hematopoese de forma a agregar conhecimento aos achados prévios 
na literatura no contexto das células hematopoéticas versus o ambiente redox. 
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6. CONCLUSÕES 
 
6.1. Com relação à ação do H2O2 na hematopoese 
 
 H2O2 em baixa concentração (5 µM), não tem efeito na diferenciação celular 
(normal ou leucêmica), mas aumenta o potencial clonogênico das CTHs 
murinas; 
 H2O2 em baixa concentração (5 µM), induz o aumento do percentual de células-
tronco leucêmicas, mas afeta sua capacidade clonogênica; 
 H2O2 em baixa concentração (5 µM), induz a morte das células leucêmicas 
totais, envolvendo a modulação da sinalização de sobrevivência, pela 
diminuição da expressão da Akt, enquanto não afeta a população de CTHs 
normais humanas ou murinas.  
 
Estes cahados apontam a possibilidade de uso do H2O2 em novas estratégias 
terapêuticas que visam à destruição das células doentes – leucêmicas – 
concomitante à preservação de células normais. 
 
 
6.2. Com relação à ação do NO
●
 endógeno (gerado pelas células endoteliais) 
na hematopoese 
 
 O NO● induz o comprometimento das CTHs em células maduras, sem levar à 
a expansão do pool de CTHs em cultura celular de curta-duração; 
 
 O NO● induz a diferenciação das células hematopoéticas preferencialmente na 
linhagem mielóide em cultura celular de longa-duração; 
 Embora o NO● tenha induzido o aumento das EROs intracelulares, em 
especial nas células totais da medula óssea, não resulta na diminuição 
significativa da viabilidade celular. 
 
6.3. Com relação à ação do NO exógeno (doado por SNAP) na hematopoese 
 
 Inicialmente, o NO● induz a proliferação das células-tronco hematopoéticas de 
curta-duração e/ou progenitores multipotentes; 
 O estímulo prolongado de NO● (por 3 dias) induz a diferenciação das células 
hematopoéticas preferencialmente na linhagem mielóide, tanto previamente 
como após o transplante de medula-óssea; 
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 O NO● induz a diminuição da capacidade das CTHs enxertadas em 
reconstituir a medula óssea por longos períodos, aumentando o percentual das 
populações maduras após transplante; 
 A diferenciação granulocítica induzida pelo NO● envolve a superexpressão dos 
genes C/EBPα e PU.1 concomitante à repressão gênica de GATA-3 e Ikz-3 
(envolvidos com a diferenciação linfóide); 
 A ativação de proteínas ERK1/2, p38, Akt, c-Myc e PKC, assim como o aumento 
de expressão das moléculas de membrana Notch-1, Cx43,   PECAM-1 and CaR 
são modulados positivamente pelo NO
●
 durante a resposta proliferativa;  
 A diferenciação das CTHs induzida pelo NO● ocorreu com a diminuição da 
fosforilação das proteínas avaliadas, concomitantemente à diminuição da 
expressão das moléculas de membrana. As únicas exceções se aplicam à 
PECAM-1 cuja expressão não foi alterada, e à Stat5 cuja fosforilação foi 
aumentada durante a diferenciação das CTHs; 
 O NO● induziu a modulação do sistema redox, envolvendo alterações nos níveis 
de EROs assim como de moléculas antioxidantes intracelulares (Cat, SOD e 
GSH), o que possivelmente está associado com a transição entre os estados 
proliferativo e de diferenciação das CTHs. 
 
Estes achados podem ser explorados para o desenvolvimento de novas 
estratégias terapêuticas para desordens hematológicas, como a aplasia medular 
ou síndromes mielodisplásicas, onde o a proliferação de células-tronco e a 
diferenciação destas são desejáveis. 
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